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binding  peptides.  DNA  sequencing  of  the  enriched  phage  clones was  conducted  via  the 
Illumina  next‐generation  sequencing  technology,  in  which  whole  phage  libraries  can  be 
sequenced to yield millions of potentially binding sequences. Compared to traditionally used 




amino  acids was observed  for  all  investigated PP  surfaces.  The  systematic  analysis of  the 





charges  and  bulky  aliphatic  side  groups  in  common.  Further  investigations  using  a  serine 
sequence  scan  showed  the  importance of  the basic amino acid arginine. Using XPS  (X‐ray 






phage display method, which allows a  local  read‐out of  the  real  surface with all  its  facets 
including  impurities  and  surface  defects.  Colloidal  probe  AFM  (atomic  force microscopy) 
measurements with peptide‐functionalized probes on PP reveal the work of adhesion of up to 
0.8 mJ∙m‐2. A possible application of the polypropylene‐binding peptide sequences as water‐
based  adhesion  promoters  was  evaluated  using  tensile  tests.  Peptide  coating  on  PP  in 
combination with a commercial adhesive significantly enhances the bond strength compared 
to the uncoated surface. 
Polyolefine wie Poly(propylen) (PP) sind weltweit die wichtigsten Kunststoffe. Herkömmliche 
Klebstoffe erreichen aufgrund ihrer geringen Oberflächenenergie oft keine ausreichende Performance. 
Eine erfolgreiche Haftung auf Polyolefinen erfordert typischerweise eine zeit- und kostenaufwendige 
chemische oder physikalische Vorbehandlung der Oberfläche. Die Entwicklung wasserbasierter 
Klebstoffsysteme für Polyolefine ist daher wünschenswert. 
Diese Arbeit präsentiert den biokombinatorischen Ansatz des Phagen-Displays zur Identifizierung von 
PP-bindenden Peptiden. Die DNA-Sequenzierung der angereicherten Phagenklone wurde mittels Next-
Generation Illumina Sequenzierung durchgeführt, bei welcher vollständige Phagenbibliotheken 
sequenziert werden können um Millionen potenziell bindender Sequenzen zu erhalten. Im Vergleich 
zur traditionell verwendeten Sanger-DNA-Sequenzierung ermöglicht die Illumina-Methode eine 
detaillierte statistische Auswertung der selektierten Aminosäuren und Sequenzeigenschaften. Die 
Umwandlung der Illumina-DNA-Rohdaten in Peptidsequenzen erfolgte durch ein speziell entwickeltes 
Computerprogramm. Unter den erhaltenen Peptiden wurde für alle untersuchten PP-Oberflächen 
insgesamt eine Anreicherung von basischen Aminosäuren und eine Unterdrückung von sauren 
Aminosäuren beobachtet. Die systematische Analyse der Sequenzdaten zeigte Tendenzen der 
potentiell bindenden Peptide zu geringer Hydrophobie, guter Wasserlöslichkeit, positiver Nettoladung 
und großen Seitenkettenvolumina. 
Zur Evaluation der Adhäsionseigenschaften wurden mehrere vielversprechende Peptide als 
Poly(ethylenglycol)-Konjugate synthetisiert und in fluoreszenzbasierten Experimenten auf ihre 
Adsorption an PP untersucht. Peptide mit der höchsten Adsorption haben positive Nettoladungen und 
sperrige aliphatische Seitengruppen gemeinsam. Weitere Untersuchungen mit einem 
Serinsequenzscan zeigten die Bedeutung der basischen Aminosäure Arginin. Mit XPS 
(Röntgenphotoelektronenspektroskopie) auf den PP-Oberflächen wurde neben Kohlenstoff eine 
geringe Menge an Sauerstoffatomen nachgewiesen. Winkelabhängige XPS-Messungen zeigten das 
Vorhandensein von C-O- und C=O-Spezies sowie sp2-hybridisiertem Kohlenstoff innerhalb der oberen 
Oberflächenschichten. Die Ergebnisse deuten auf einen Bindungsmechanismus durch Salzbrücken der 
positiv geladenen Guanidinogruppe von Arginin mit Spuren von O-Spezies auf der Oberfläche hin. 
Zusätzlich tragen hydrophobe Wechselwirkungen durch aliphatische Seitenketten zur Bindung bei. 
Dies zeigt den Erfolg der Phagen-Display-Methode, die ein lokales Auslesen der realen Oberfläche mit 
all ihren Facetten inklusive Verunreinigungen und Oberflächendefekten ermöglicht. Kolloidsonden-
AFM-Messungen (engl. Atomic force microscopy) mit Peptid-funktionalisierten Sonden auf PP zeigen 
eine Adhäsionsarbeit von bis zu 0,8 mJ·m-2. Eine mögliche Anwendung der Polypropylen-bindenden 
Peptidsequenzen als wasserbasierte Haftvermittler wurde mittels Zugversuchen evaluiert. Die 
Peptidbeschichtung auf PP in Kombination mit einem handelsüblichen Klebstoff erhöht die Klebkraft 

















kaum  realisiert.  Bei  einem  Verzicht  auf  organische  Lösungsmittel  sinken  nicht  nur  die 
Verfahrenskosten, sondern auch die ökologische Belastung.  
Eine Möglichkeit wasserbasierte Klebstoffe zu entwickeln, bietet die Welt der Proteine und 
Peptide.  Mit  zwanzig  proteinogenen  Aminosäuren  ist  die  Natur  in  der  Lage,  unzählige 





Phagendisplay  wird  die  DNA  der  Phagenviren  modifiziert,  indem  randomisierte 
Peptidsequenzen  insertiert  werden.  Diese  werden  dann  als  Teil  der  natürlichen 
Phagenproteine  exprimiert.  In  einem  Selektionsprozess  werden  diese  Phagen  der 
gewünschten Zielstruktur ausgesetzt, wobei sich bindende Phagenklone anreichern. Am Ende 
des  Phagendisplay‐Experiments  muss  die  DNA  der  Phagen  sequenziert  werden,  um  die 










Sequenzierung  im  Verlauf  des  letzten  Jahrzehnts  revolutioniert.[9]  Durch  Immobilisierung 
wurde die parallele Sequenzierung großer Mengen an DNA‐Fragmenten ermöglicht, welche 
neben  der  enormen  Steigerung  des  Durchsatzes  auch  eine  beachtliche  Kostensenkung 
bewirkte.  Im  Bereich  der  Gesamt‐Genom‐Sequenzierung  ist  NGS  bereits  zur  Standard‐
Methode  geworden, während  zur Analyse  von  Phagendisplay‐Experimenten  nach wie  vor 
weitgehend  die  Sanger‐Sequenzierung  angewendet  wird.  Obwohl  seit  einigen  Jahren 
zunehmend  Arbeiten  veröffentlicht  werden,  in  welchen  Phagenbibliotheken  durch 








welche  als  technische  Produkte  von  der  Firma  Henkel  bereitgestellt  werden.  Die 
anschließende  DNA‐Sequenzierung  der  Phagen  erfolgt  vergleichend  über  Sanger‐
Sequenzierung und parallel über NGS. Mit der Sanger‐Methode können einzelne Phagenklone 





Kooperation mit Dr. Tim Conrad  (FU Berlin) entwickelte Programm  soll dabei  zunächst die 
DNA‐Rohdaten  jedes  sequenzierten  Phagenklons  in  die  entsprechende  Peptidsequenz 
übersetzen.  Anschließend  erfolgt  eine  detaillierte  statistische  Auswertung  der  erhaltenen 
Sequenzen  bezüglich  ihrer  Eigenschaften  und  der  angereicherten  Aminosäuren,  welche 
Rückschlüsse auf die Mechanismen der Peptid‐PP‐Bindung geben sollen.  Im Folgenden soll 
eine Evaluation der Bindungseigenschaften ausgewählter Peptidsequenzen, sowohl aus dem 
Sanger‐  als  auch  NGS‐Sequenzpool,  mittels  fluoreszenzbasierter  Adsorptionsexperimente 
sowie Kolloidsonden‐Rasterkraftmikroskopie (engl. colloidal probe atomic force microscopy, 
AFM)  erfolgen.  Eine  potentielle  Anwendung  bindender  Peptide  als  Haftvermittler  in 




2. Theoretischer Hintergrund  
2.1 Kleben – Das Fügeverfahren der Zukunft 
Schon  in  der  Steinzeit  waren  Fügeverfahren  wie  Klemmen  oder  Keilverbindungen  zur 
Herstellung von Werkzeugen bekannt. Auch das Prinzip des Verbindens zweier Teile durch 
natürliche  klebstoffähnliche  Substanzen, wie  Pech  oder  Bitumen, wird  seit  Jahrtausenden 
praktiziert.[12] Der berühmte „Ötzi“, eine in einem Alpengletscher gefundene über 5000 Jahre 
alte  Mumie,  besaß  ein  Beil  mit  einer  mittels  Birkenpech  geklebten  Klinge.[13]  Die 





Obwohl  sie  vielfältig  genutzt  wurden,  haben  sich  Klebstoffe  Jahrtausende  lang  wenig 
verändert.  Dies  ändert  sich  mit  Beginn  der  Industrialisierung,  als  das  Kleben  zur 
bedeutendsten Fügetechnik für das Verbinden nichtmetallischer Werkstoffe wurde.[14]  











lassen  sich  im  Gegensatz  zu  Schrauben,  Nieten,  Löten  und  Schweißen  unterschiedliche 
Materialien miteinander  verbinden.  Auch  das  Kleben wärmeempfindlicher Werkstoffe  ist 
durch niedrige Prozesstemperaturen möglich. Klebeverbindungen ermöglichen eine flächige 
Kraftübertragung,  wodurch  die  gleichmäßige  Verteilung  der  Kräfte  über  die  gesamte 
Klebfläche  erreicht  wird  und  höhere  Belastungen  übertragbar  sind. 
Temperaturschwankungen  und  Bewegungen  der  Fügeteile  zueinander  sind  weniger 







Biotechnologisch  hergestellte  Klebstoffe  auf  Basis  nachwachsender  Rohstoffe  wie  Lignin, 
Stärke oder Saccharose ebnen den Weg in eine nachhaltigere Zukunft.[16] Auch in der Medizin 
werden zunehmend Klebstoffe zum Einsatz kommen. Das Nähen von Operationswunden wird 
durch  das  schnellere  und  einfachere  Kleben mit  Spezialklebstoffen  ersetzt, wodurch  das 
Infektionsrisiko  sinkt.[4b]  Die  Klebstoffindustrie  ist  daher  seit  Jahren  auf Wachstumskurs. 
Weltweit  gibt  es  etwa  1500  Klebstoffhersteller  mit  250.000  Produkten,  davon  100 
traditionelle Unternehmen aus Deutschland mit mehr als 13.000 Beschäftigten.[13]  
 
2.2 Mechanismen der Adhäsion 




Härte,  Rauheit  und  thermodynamische  Eigenschaften  wie  die  Oberflächenenergie.  Die 





Die  Größenskala  für  die  mechanische  Haftung  ist  deutlich  größer  als  für  auf 
Ladungswechselwirkungen basierende Haftung. Sie beruht auf Reibung oder Verzahnung. Der 
Klebstoff  dringt  in  Unebenheiten  oder  Poren  des  Substrates  ein,  sodass  es  nach  dem 
Aushärten  zum  mechanischen  „Verkeilen“  kommt.[1c]  Hierbei  sind  die  mechanischen 
Eigenschaften  des  Klebstoffs  von  Bedeutung,  sowie  die  Geometrie  und  Rauheit  der 
Substratoberfläche.  Ein  Aufrauen  der  Oberfläche  führt  zu  stärkerer  Haftung.  Eine  gute 
Adsorption des Klebstoffs auf der Substratoberfläche ist wichtig, da diese erst das Eindringen 
des  Klebstoffs  ermöglicht.  Zur  Zeit  konzentriert  sich  die  Forschung  hierzu  auf Mikro‐  und 
Nanomaterialien.[17]  In  der  Polymerforschung  werden  mechanisch  verzahnende 
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makromolekulare  Systeme[18]  entwickelt,  um  die  Haftung  in  Polymerkompositen  zu 
erhöhen.[17a]  
Elektrostatische Theorie 
Die  elektrostatische  Theorie,  vorgeschlagen  1948[19],  beruht  auf  den  elektrischen  Feldern 
geladener Partikel oder Dipolmomenten. Die Haftung wird demnach von elektrostatischen 
Kräften  zwischen  der mobilen  Phase  und  dem  Substrat  erzeugt.  Die  Theorie  beschreibt 
beispielsweise  treffend  die  Haftung  von  Feststoffen  auf  Oberflächen[19‐20],  wie  auch  die 
elektrostatische Selbstassemblierung in Lösung im Bereich der Nanowissenschaften.[20a, 21] In 
den  letzten  Jahren wurden biomimetische Adhäsive,  inspiriert  von der Geckofuß‐Haftung, 

















Polymer‐Wechselwirkungen  beschrieben.[24]  Zwei Materialien,  die  ineinander  löslich  sind, 
vermischen  sich  bei  Kontakt  unter  Erhitzen, wobei  Kettenelemente  in  das  jeweils  andere 
Polymer eindringen und beim Aushärten eine stabile Grenzfläche bilden. Meist handelt es sich 
um ein niedermolekulares Polymer in Lösung, welches in ein zweites Polymer diffundiert und 









































et  al.  vorgeschlagen  und  basiert  auf  Verunreinigungen  an  der  Grenzfläche,  welche 
mechanischer  (Luftblasen,  Beschädigungen, Verunreinigungen)  oder  chemischer  (Additive, 
gealterte/verwitterte Oberfläche) Art sein können.[29] Good et al. gehen davon aus, dass diese 
schwachen  Grenzflächen  für  Haftversagen  an  Kunststoffoberflächen  verantwortlich  sein 
können.[30]  Bei  sauberen  Oberflächen  spielt  das  keine  Rolle,  teilweise  lassen  sich  jedoch 
schwache Grenzschichten nicht vermeiden oder entfernen. Schonhorn und Hansen zeigten, 














2.3 Polyolefine kleben 
Heutzutage  dominieren  thermoplastische  Kunststoffe,  welche  sich  durch  schnelle  und 
einfache  Herstellung  und  eine  geringe  Dichte  auszeichnen.  Weiterhin  sind  mögliche 
Anpassungen der molekularen oder morphologischen Struktur an mechanische, physikalische 
oder  chemische  Anforderungen möglich.[15]  Der Großteil  der  technisch  und wirtschaftlich 




wichtigsten  Polyolefine  PP  und  PE  sind  schlecht  benetzbar  und  die  ohnehin  niedrige 
Oberflächenenergie  wird  wegen  des  Fehlens  polarer  Gruppen  von  dispersiven 
Wechselwirkungen  dominiert  (Tabelle  2).  Zusätzlich  sind  Polyolefine  schlecht  löslich  bzw. 
quellbar,  das  heißt  das  Kleben  mit  lösemittelhaltigen  Klebstoffen  auf  Basis  des 
Diffusionsmechanismus ist schlecht realisierbar. Daher kommt fast ausschließlich Adhäsion in 
Frage, welche auf atomaren und zwischenmolekularen Wechselwirkungen vorrangig polarer 
Gruppen  in  der  Ober‐  und  Grenzflächenschicht  zwischen  Fügeteil  und  Klebstoffmolekül 
beruht. Eine Vorbehandlung  ist üblicherweise zur Verbesserung der Haftungseigenschaften 
erforderlich.  Diese  chemische  und/oder  physikalische  Oberflächenmodifikation,  die 
sogenannte  „Aktivierung“  der  Oberfläche,  meist  die  Erzeugung  polarer  Gruppen  in  der 



















Eine  Verbesserung  der  Hafteigenschaften  lässt  sich  über  verschiedene  Mechanismen 
erreichen.  Dazu  gehören  die  Aufrauung  der  Oberfläche,  die  Entfernung  schwacher 
Grenzschichten und die Einführung polarer Gruppen. Erstere Effekte sind durch Reinigung mit 
verschiedenen Lösungsmitteln, durch simples Schleifen oder Bürsten der Oberfläche sowie 
durch  mechanische  Strahlverfahren  erreichbar.[15]  Hierbei  werden  meist  mineralische 
Strahlmittel  wie  Korund  oder  Glasperlen  oder  metallische  Strahlmittel  wie  Stahl  oder 
Aluminium auf die Substratoberfläche geschossen, wodurch die oberste Schicht abgetragen 
und  die  Oberfläche  angeraut  wird.  Beim  Vakuumsaugstrahlen  wird  gleichzeitig  durch 
Unterdruck  eine  Freisetzung  der  entfernten  Partikel  vermieden.  Beim  Sandblast‐
Coating(SaCo)‐Verfahren  wird  mit  einem  speziellen  Strahlmittel  gearbeitet  (Korund  mit 
Silikatisierung), welches einen Silikatfilm auf dem Substrat hinterlässt und somit zusätzlich zur 
Reinigung haftvermittelnd wirkt. Ein  rückstandsfreies Verfahren  ist das Trockeneisstrahlen, 
bei  welchem  thermische  Wechselwirkungen  zusätzlich  zur  kinetischen  Energie  der  CO2‐
Kristalle zur Entfernung der Kontaminationen beitragen. 
Zur  Einführung  von  polaren  funktionellen  Gruppen  auf  der  Polyolefinoberfläche  können 
chemische Verfahren wie das Beizen oder die Gasphasenfluorierung eingesetzt werden. Beim 
Beizen wird die Oberfläche durch Chemikalien wie Säuren oder Laugen angeätzt, wobei auch 
Oxidationsmittel wie  Chromtrioxid  oder  Kaliumpermanganat  zugesetzt werden.  Auf  diese 
Weise  werden  vor  allem  Carboxyl‐  und  Carbonylfunktionen  eingeführt.[39]  Durch  die 
Vorbehandlung  mit  Lösungsmitteln  wie  Xylol  und  Toluol  werden  ebenfalls  bessere 
Hafteigenschaften der Polyolefinen erhalten.[40] Weiterhin wurde gezeigt, dass eine stärkere 
Haftung basierend auf der Einführung von Chloratomen auf Polyethylen durch eine Mischung 




und  werden  daher  kaum  noch  großtechnisch  angewendet.  Gasphasenfluorierung  wird 
dagegen besonders bei Folien eingesetzt und zeichnet sich durch eine hohe Prozesssicherheit 
und  eine  Langzeitstabilität  über  Monate  aus.  Eine  Fluorierung  wird  erreicht  indem  der 
Kunststoff  kurz  in  einer  Reaktionskammer  einem  Fluor/‐Inertgasgemisch  ausgesetzt wird, 
wobei  Wasserstoffatome  des  Polymers  durch  Fluor  ersetzt  werden.  Das  hohe 




Technische  Bedeutung  im  Bereich  der Oberflächenmodifizierung  von  niederenergetischen 
Kunststoffen  erlangten  vor  allem  physikalische  Methoden  wie  Plasma‐,  Laser‐  oder 
Flammenverfahren, welche meist sehr effizient und umweltverträglich sind.[15, 42] Am Beispiel 
von  PP  wurde  gezeigt,  dass  eine  Plasmabehandlung  die  Bildung  von  sauerstoffhaltigen 
funktionellen Gruppen, wie CO aber auch COO, OH und OOH, an der Oberfläche induziert.[43] 
Typischerweise wird durch elektrische Entladungen das umgebene, meist  sauerstoffhaltige 





Alterungsprozess  ein  und  die  hydrophobe  Eigenschaft  der  Oberfläche  wird 
wiederhergestellt.[42] Durch Plasmapolymerisation  ist es möglich, zusätzlich zur Aktivierung 
der Oberfläche mit Hilfe des Plasmas ein Monomer zu aktivieren und aufzutragen, sodass eine 
haftvermittelnde  Schicht entsteht. Durch Verwendung  von  Siliziumverbindungen  lässt  sich 
darüber hinaus eine langzeitstabile Oberflächenmodifizierung erreichen.  
Weiterhin  können  Reaktionen  des  Polymers  mit  Sauerstoff  durch  Verwendung  von  UV‐
Strahlung einer Wellenlänge unter 200 nm erreicht werden. Laserverfahren  im Bereich von 




Plasmabehandlung.  Ein  weiteres  Problem  ist  die  Hitzeentwicklung,  welche  eine  schnelle 
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Applikation  und  bei  Folien  auch  eine  Kühlung  über  Walzen  notwendig  macht  um  das 
Schmelzen zu verhindern. Beim Silikatisieren wird eine haftvermittelnde Silikatschicht über 






Ionisierung  der  Luftmoleküle. Durch  das  dazwischen  befindliche  Polymer  entlädt  sich  die 
Spannung nicht  in Form eines  Lichtbogens,  sondern  führt  zur Entstehung eines bläulichen 
Lichtes, das als „Corona“ bezeichnet wird. In der Corona kommen verschiedene hochreaktive 
Sauerstoffspezies  vor,  die  Radikale O•  und O2•  sowie Ozon O3, welche  eine  Reaktion mit 












der  Luftfeuchtigkeit  können  außerdem  Quervernetzungen  oder  Kettenbrüche  auftreten, 
welche  in  einem  höheren  oder  niedrigeren  Molekulargewicht  resultieren.  Mittels  einer 
Stickstoffcorona  können  andere  Oberflächeneigenschaften  erzielt  werden,  sodass  im 
Vergleich zur Aktivierung mit Sauerstoff eher saure als basische Klebstoffe verstärkt adsorbiert 
werden.  Zusätzlich  zur  chemischen  Modifikation  bewirkt  die  Coronabehandlung  die 





Haftvermittler  sind  Chemikalien,  die  an  der  Grenzfläche  zwischen  Substrat  und  der 
Beschichtung  oder  des  Klebstoffs wirken  und  eine  starke  Bindung  zu  beiden Materialien 
ausbilden. Sie werden entweder direkt auf die Substratoberfläche aufgetragen, wo sie eine 
Monolage  ausbilden,  oder mit  dem  Beschichtungsmaterial  vor  der  Applikation  vermischt. 
Aufgrund  der  herausragenden  Eigenschaften  werden  Organosilane  am  häufigsten  als 
Haftvermittler eingesetzt, hauptsächlich jedoch für anorganische Substrate wie Metalle oder 
Glas.[45] Für unbehandelte Polyolefine erweisen sie sich oft als ineffizient, dagegen zeigt jedoch 
beispielsweise eine Kombination  aus Beflammen und einem  Silanhaftvermittler eine  stark 
verbesserte Haftung auf Polypropylen.[46] 
Primer  sind  niedrigviskose,  filmbildende  Systeme,  die  vor  dem  Kleben  auf  die 
Substratoberfläche  aufgetragen  werden  und  diese  gut  benetzen.[15]  Die  Aufbringung  der 
Primer in geringer Schichtdicke (< 10 µm) lässt sich einfach manuell mit Hilfe von Pinseln oder 
Schwämmen  durchführen  und  die  Klebung  kann  nach  wenigen Minuten  erfolgen. Meist 
enthalten  die  verwendeten  Substanzen  unpolare  sowie  polare  Gruppen  um  eine  starke 












Eine  weit  verbreitete  Klebstoffklasse,  die  Cyanacrylate,  haften  besonders  schlecht  auf 
Polyolefinen, weil die Oberflächenenergie des Klebstoffs viel größer als die des Substrats ist. 
In  den  letzten  Jahrzehnten  wurden  eine  Reihe  von  Polyolefin‐Primern,  meist  Amine, 
quaternäre  Ammoniumsalze  oder  Phosphine,  entwickelt,  welche  die  Verwendung  von 
Cyanacrylat‐basierten  Klebstoffen  ermöglichen.  Okamoto  verglich  den  haftverbessernden 
Effekt  verschiedener  Amine  und  Ammoniumcarboxylate  mit  langen  Alkylketten  auf 
Polyolefinen,  wobei  sich  Trialkylammoniumcarboxylate  als  überlegen  herausstellten 
(Abbildung 2).[48]  Yang  zeigte,  dass  Vorbehandlungen  mit  Triphenylphosphin  oder 
Cobaltacetylacetonat  in  Kombination mit  Ethylcyanacrylat  zu  einer  sehr  starken  Bindung 
führen,  die  auch  längeres  Kochen  in  Wasser  toleriert.[49]  Der  Primer  diffundiert  in  die 


















viskoelastische  Materialien,  die  unter  leichtem  Druck  eine  starke  Haftung  auf  festen 
Oberflächen  ausbilden.  Typischerweise  werden  umweltfreundliche  wasserbasierte 
Polyacrylat‐PSA,  verwendet,  die  jedoch  schlecht  auf  unbehandelten  Polyolefinen  haften. 
Durch  die  Einführung  von  hydrophoben  Monomeren  kann  die  Affinität  zu  Polyolefinen 
gesteigert werden, wodurch aber die Verwendung von Lösungsmitteln nötig wird. Eine andere 
Klasse von Polyolefinklebern bilden Polyacrylate, deren Polymerisation durch Trialkylborane 
bei  Raumtemperatur  initiiert  werden  kann.  Sonnenschein  et  al.  zeigten,  dass  solche 
Polyacrylate  auf  den  Polyolefinen  PE  und  PP  sowie  Polytetrafluorethylen  (PTFE)  und 
Polyvinyldifluorid zu starker Haftung  führen.[51] Der zugrundeliegende Mechanismus wurde 
eingehend untersucht und basiert auf der Freisetzung von Alkylradikalen durch das Boran, 




Poly(acrylat/siloxan)‐Hybriden  nur  teilweise  gelöst  werden.[53]  Die  Copolymerisation  von 
Polyacrylaten mit  Polyurethan  überwindet  diese Nachteile weitestgehend.[54]  Kommerziell 
genutzte  Systeme  enthalten  zur  Zeit  entweder  Borhydride  bzw.  –metallsalze  (I)  oder 








Trotz  der  genannten  Fortschritte  im  Bereich  der  Klebstoffe  für  niedrigenergetische 







2.4 Peptidbasierte Adhäsive 
Trotz ihres großen Potentials sind nur wenige Proteine bekannt, welche bereits als Klebstoffe 
Anwendung  finden.[56] Als Beispiel  sind hier die als Kasein bezeichneten Molkeproteine  zu 
nennen.  Kasein  ist  ein  seit  Jahrtausenden  bekannter  Holzklebstoff  und  wird  heutzutage 
außerdem  für  Etikettierungen  eingesetzt.[57]  Das  bei  der  Stärkeproduktion  anfallende 
Weizengluten,  welches  einzigartige  viskoelastische  und  kohäsive  Eigenschaften  aufweist, 
eignet  sich  nach  Vorbehandlungen  als  Holzleim.[58]  Weiterhin  gehört  Gelatine,  ein 
wasserlösliches  und  biokompatibles,  aus  Collagen  gewonnenes  Protein,  zu  den  am 
umfangreichsten untersuchten Materialen für Wundklebstoffe.[59] 
Darüber hinaus sind aus der Natur vielfältige Klebsysteme bekannt, die unsere synthetischen 





haften. Die Grundlage  dieser  natürlichen  Klebstoffe  bilden  adhäsive  Proteine,  die  je  nach 
Spezies  verschiedene  Strukturen  aufweisen.  Seit  Jahrzehnten  versucht  man  daher  diese 
natürlichen Systeme  zu  studieren, um die  zugrundeliegenden Mechanismen  zu  verstehen, 
wobei die Haftung der marinen Muschel am  intensivsten untersucht wurde.[60] Die  für die 
extrem starke Haftung verantwortlichen Muschelfußproteine sind zum größten Teil aus der 
nicht‐proteinogenen  Aminosäure  L‐Dihydroxyphenylalanin  (L‐Dopa)  sowie  benachbarter 





wurde  bereits  in  der  Medizintechnik  demonstriert.[62]  Parallel  nimmt  die  Forschung  an 
anderen,  bereits  aufgeführten,  natürlichen  Haftsystemen  wie  Seepocken  oder 
Stummelfüßern  zu.[63]  Die  Ursache  dafür,  dass  Peptide  und  Proteine  nicht  heute  schon 
umfangreich  im  Spezialklebstoff‐Bereich  eingesetzt  werden,  liegt  vor  allem  in  deren 
aufwendiger Herstellung.  Am  Beispiel  der Muschel wird  deutlich,  dass  die  Extraktion  der 
Proteine aus dem natürlichen Organismus aufgrund des hohen Aufwands und der niedrigen 









rekombinante  Synthese  geworden,  das  heißt  die  Peptide  bzw.  Proteine  werden  von 
gentechnisch veränderten Mikroorganismen produziert und anschließend aufgereinigt. Auch 




sei  hier  das Unternehmen Numaferm  aufgeführt,  ein  2017  gegründetes, wachsendes  und 
mehrfach preisgekröntes deutsches Biotech  Start‐Up.  In dem  von Numaferm patentierten 
Verfahren  erlauben  Peptidtags,  den  vereinfachten  Transport  der  rekombinanten  Peptide 
durch  die  Zellwand  der  Bakterien‐Wirtszellen  ins Medium.[66]  Somit  lassen  sich  sehr  viel 





Synthese  in  naher  Zukunft  marktfähig  werden.  Auf  diese  Weise  könnten  natürliche 
Haftproteine wie die der Muschel, aber auch neuartige Peptide, dabei helfen, problematische 




Es  existieren  verschiedene  Möglichkeiten,  um  Peptidsequenzen  mit  starker  Affinität  für 
bestimmte Zielstrukturen zu erzeugen. Eine Variante stellt das rationale Design dar, welches 
meist  in silico, das heißt durch computergestützte Simulationen, erfolgt.[68] Diese Methode 
basiert  zumeist  auf  der  gezielten  Erzeugung  von  Sekundärstrukturen  (alpha‐Helix,  beta‐
Faltblatt).  Entscheidend  für  den  Erfolg  ist  ein  gutes  Verständnis  der  Sequenz‐Struktur‐
Beziehung  sowie  der  daraus  resultierenden  Funktion  der  Peptidsequenz.  Für  komplexe 
Systeme  gestaltet  sich  dies  ohne  dramatische  Vereinfachungen  und  Annahmen  in  den 
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Simulationen  zunehmend  schwierig.  Kombinatorische Methoden  sind  hier  eine  sinnvolle 
Alternative. Beispielsweise ist es möglich über kombinatorische Festphasen‐Peptidsynthesen, 
wie  das  „Split  and Mix“‐Verfahren  harzbasierte  Peptidbibliotheken  zu  erzeugen,  die  pro 













und  Auswahl  verbesserter Mutanten  optimiert  werden.[70] Meist  wird  die  zufallsbasierte 
Mutagenese mittels biotechnologischer Polymerase‐Kettenreaktionen  (PCR),  vor  allem der 
error‐prone‐PCR durchgeführt. Schwaneberg  zeigte, dass  sich mittels gerichteter Evolution 
Peptide  generieren  lassen,  die  an  niedrigenergetischen  Kunststoffoberflächen  wie 
Polypropylen  oder  Polystyrol  binden.[71]  Dazu  wurden  antimikrobielle  Peptide  aus  einer 





Sequenzen  mit  einer  höheren  Bindungsstärke  auf  Polypropylen.[71b]  Über  KnowVolution 
(Knowledge  Gaining  Directed  Evolution)  wurde  die  Sequenz  weiter  optimiert,  indem 
Schlüsselpositionen  identifiziert, Aminosäuresubstitutionen  ausgewählt und  Substitutionen 
rekombiniert wurden.  Eine  bis  zu  5,4‐fache  Verstärkung  der  PP‐Bindung  im  Vergleich  zur 
ursprünglichen Sequenz konnte auf diese Weise erzielt werden (Tabelle 3). Interessant sind 
die Arten von Mutationen, die zu einer Bindungsverstärkung führen. So wurden vor allem die 
sauren  Aminosäuren  Asparaginsäure  und  Glutaminsäure,  sowie  Tyrosin  durch  basische 




















an  der  Oberfläche  der  Phagen,  welche  mithilfe  eines  enzymspezifischen  Antikörpers 
angereichert werden konnten. Interessant ist vor allem, dass diese genmodifizierten Phagen 
noch  immer  infektiös  und  damit  in  der  Lage  waren,  ihre  genetische  Information 
weiterzugeben.[7b] Einige Jahre später stellte Smith auf diese Weise die erste Phagenbibliothek 
her, in der nun zufällige Peptidsequenzen präsentiert wurden.[72]  
Für  Phagenbibliotheken  werden  filamentöse  Phagen,  meist  M13  oder  die  verwandten 
fd Phagen  verwendet. M13 Bibliotheken  sind am weitesten  verbreitet, da  sie  kommerziell 
erhältlich  sind.  Der  flexible  und  stabförmige  Virenkörper  ist  930 nm  lang,  hat  einen 
Durchmesser von 6,5 nm und besteht aus einer Proteinhülle mit fünf Hüllproteinen, die die 
Abbildung 4. Schematischer Aufbau eines M13 Phagen bestehend aus fünf Hüllproteinen, welche die





2700  Kopien  des  Hüllproteins  pVIII, welches  den  Phagenkörper  bildet.  Die  beiden  Enden 
setzen sich aus jeweils fünf Kopien der Hüllproteine pIII und pVI sowie pVII und pIX zusammen. 




Eine  kommerziell  erhältliche  Phagenbibliothek  präsentiert  108  –  1011  verschiedene 
Peptidsequenzen,  ist  preiswert  und  simpel  zu  handhaben  und  zu  amplifizieren.  Das 






Abbildung  5.  Schematische  Darstellung  des  Biopannings  eines  Phagendisplay‐Experiments.
(I) Zunächst wird das Target mit der Phagenbibliothek inkubiert. Je nach präsentierter Peptidsequenz
am pIII‐Protein weisen die Phagenklone unterschiedliche Affinitäten für das Target auf. (II) In mehreren










Die  Sequenzvielfalt  der  Phagenbibliothek  wird  auf  der  DNA‐Ebene  bestimmt.[74] 
Beispielsweise werden für kommerziell erhältliche Bibliotheken nur NNK Codons eingesetzt 
(N = jede Nukleobase, K = Guanin oder Thymin), wodurch weiterhin alle zwanzig Aminosäuren 
ermöglicht werden,  aber  die  Stopcodons minimiert werden.  Bestimmte Aminosäuren wie 
Serin, Leucin und Arginin werden überrepräsentiert, weil sie durch drei verschiedene Codons 
codiert  werden.  Zusätzlich  werden  die  Sequenzen  in  E.  coli  mit  leicht  unterschiedlicher 
Geschwindigkeit  amplifiziert, was  am  Ende  der  Amplifizierung  zu  starken  Anreicherungen 
bestimmter Sequenzen führen kann. Beispielsweise werden die Aminosäuren Cystein, Arginin 
und  Glycin  unterdrückt  während  Prolin,  Threonin  und  Histidin  angereichert  werden. 
























Nach  einem  Phagendisplay‐Experiment werden  die  bindenden  Peptidsequenzen  über  die 
Sequenzierung der DNA bestimmt. Dies geschieht in der Regel durch die sogenannte Sanger‐






Abbildung  6.  Prinzip  der  DNA‐Sequenzierung  nach  Sanger.  Die  DNA‐Polymerase  bildet  den 




Im  Vergleich  zu  normalen  Desoxynukleotidtriphosphaten  (dNTPs)  fehlt  den modifizierten 
Dedesoxynukleotidtriphosphaten (ddNTPs) die 3’OH‐Gruppe am Ribosering, wodurch es nach 
dem Einbau eines solchen Nukleotids zum Abbruch der DNA‐Synthese kommt. Die ddNTPs 
wurden  radioaktiv,  später  durch  Fluoreszenzfarbstoffe,  markiert,  um  die  Detektion  zu 
ermöglichen. Die DNA‐Probe wird auf vier Reaktionsgefäße verteilt, wobei  jeweils alle vier 
dNTPs aber nur eine der vier ddNTPs enthalten sind (Abbildung 6). Nun synthetisiert die DNA‐
Polymerase  den  komplementären  Strang  bis  es  zum  Abbruch  nach  Einbau  eines  ddNTPs 





pro  Tag  generieren.[85] Weitere  Verbesserungen  stellte  die  Einführung  der 






2.6 Hochdurchsatz-DNA-Sequenzierung  
Innerhalb  des  letzten  Jahrzehnts  wurde  die  Sanger‐Sequenzierung  fast  vollständig  von 




Markt  gebracht,  gefolgt  von  Illumina,  Ion  Torrent  und weiteren.  Die  zugrunde  liegenden 
Mechanismen  bilden  Pyrosequencing  (Roche/454),  Sequencing‐by‐Synthesis  (Illumina), 














Im  Vergleich  zur  Sanger‐Methode  wird  bei  der  Illumina‐Sequenzierung  anstelle  der 
Bestimmung der DNA‐Fragment‐Länge, direkt während der Synthese des komplementären 
Stranges der Einbau der verschiedenen Nukleotide detektiert. Dies beruht auf dem Prinzip 
Sequencing‐by‐Synthesis  und  setzt  eine  spezielle  Probenvorbereitung  voraus.[9c]  Diese 
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Polymerase  dienen  und  die  Bindung  an  die  Oligonukleotide  der  Flow‐Zellen‐Oberfläche 
ermöglichen  (Abbildung  7).  Nach  erfolgreicher  Probenvorbereitung  findet  die  Cluster‐
Generierung  in  einer  Flow‐Zelle  statt,  welche  einfaches  Zuführen  sowie  Waschen  von 
Reagenzien erlaubt. Die DNA‐Fragmente binden an die Oberfläche der Flow‐Zelle und werden 




Abbildung 7.  (A) Probenvorbereitung  für  Illumina‐Sequenzierung. Mittels Adapter‐Ligation werden 
DNA‐Abschnitte für die Bindung an die Oligo‐Sequenzen in der Flow‐Zelle eingefügt. (B) Die Cluster‐
Generierung in der Flow‐Zelle geschieht über „Bridge‐Amplification“. Dabei bindet das DNA‐Template 





Anschließend  werden  Primer  und  fluoreszenzmarkierte  Nukleotide,  die  durch  eine 
abspaltbare  3’‐O‐Azidomethyl‐Gruppe modifiziert  sind,  zugeführt  (Abbildung  8). Die DNA‐
Polymerase bindet an den Primer und  fügt das erste neue Nukleotid  in den entstehenden 






der enormen Datenmenge  ist ein essentieller Schritt am Ende der  Sequenzierung.  Für die 
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Hauptanwendung  der  Genom‐Sequenzierung  müssen  die  einzelnen  DNA‐Fragmente  zur 
gesuchten  Ziel‐DNA  zusammengesetzt  werden.  Im  Fall  einer  Phagenbibliothek  ist  dieser 
Schritt allerdings überflüssig, da keine Fragmentierung stattfand und  jeder erhaltene DNA‐
Read einem Phagen entspricht.  
(A)                   (B)     
 






(IV).  (B) Molekülstruktur  eines modifizierten  Nukleotids  für  die  Illumina‐Sequenzierung.  Der  Pfeil 
deutet auf die Bindung hin, an welcher der Farbstoff abgespalten wird. Der blaue Teil des Moleküls 
verbleibt  in  der  neu‐synthetisierten  DNA.  In  Rot  ist  die  abspaltbare  3’‐O‐Azidomethyl‐Gruppe 
dargestellt, welche die weitere Synthese inhibiert.[9a]  
 
Ein  Nachteil  der  Illumina‐Technologie  ist  die  relativ  hohe  Fehlerrate  während  der 
Sequenzierung.[88]  Die  Anzahl  der  Fehler  steigt mit  jedem  Zyklus während  der  Synthese, 










Muster,  welche  Fehler  verursachen  können.  Dazu  gehören  zum  einen  Wiederholungen 











verwendet. Dies  erfordert  das  Picken  und  Amplifizieren  einzelner  Klone  von  Agarplatten, 















Bibliothek  gegen  osteoblastische  Zellen  selektiert.  Zusätzlich  wurden  erstmals  naive 
Bibliotheken sequenziert, das bedeutet Phagen‐Bibliotheken, welche nicht mit dem Target in 






Qualitätsfilter  und  Korrekturalgorithmen  für  fehlerhafte  Sequenzen  konnten  gemeinsame 
Bindungsmotive  identifiziert  werden.[90]  Liu  et  al.  entdeckten  Peptidbinder  für 
Makrophagenzellen durch Kombination von Phagendisplay und Illumina‐Sequenzierung und 








Studie Amplifizierungspräferenzen  der  Phagen  in Bakterien  untersucht.[93] Hierbei wurden 
sowohl die kommerziellen Ph.D.‐7 als auch Ph.D.‐12 M13‐Bibliotheken mittels Illumina sowie 
Ion Torrent sequenziert. Es konnte gezeigt werden, dass die Diversität der Bibliothek nach 










dieser  Methode  kann  jedoch  nicht  die  bereits  bestehende  verzerrte  Diversität  in  der 
Ursprungsphagenbibliothek  behoben  werden,  für  dessen  Herstellung  ebenfalls  E.  coli 
verwendet werden.  
Für  die  Sequenzierung  von  Phagenbibliotheken  finden  NGS‐Methoden  zunehmend 





3. Ergebnisse und Diskussion 
3.1 Auswahl und Charakterisierung der PP-Oberflächen 
Die  Entwicklung  von  wasserbasierten  Haftsystemen  für  niedrigenergetische 
Polymeroberflächen ist, wie bereits in Kapitel 2.3 beschrieben, von besonderer Relevanz. In 
einer  Kooperation mit  dem  Klebstoffhersteller  Henkel wurden  Polyolefin‐Folien  erhalten, 
welche  zum  einen  bereits  kommerzielle  Produkte  darstellen  und  zum  anderen,  die  für 
Polyolefine typischen Probleme bezüglich der Haftung aufweisen. Folien besitzen dabei den 
Vorteil  der  einfachen  Handhabbarkeit.  Für  die  im  Rahmen  dieser  Arbeit  durchgeführten 
Experimente  wurde  eine  PP‐Folie  mit  einer  Dicke  von  50 μm  ausgewählt,  welche  eine 
unbehandelte Seite (PPunb) und eine Corona‐behandelte Seite (PPcor) aufweist. Auf diese Weise 




Für  eine  erste  Charakterisierung  der  Folienoberfläche,  insbesondere  in  Hinblick  auf  die 
verschiedenen Seiten wurden Kontaktwinkelmessungen durchgeführt. Der Kontaktwinkel mit 
Wasser  ist  dabei  umso  größer,  je  hydrophober  die  Oberfläche  ist.  Um  zusätzlich  zu 



















oder  zwischen  permanenten  und  induzierten  Dipolen,  wie  beispielsweise 
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Wasserstoffbrückenbindungen.  Demgegenüber  setzt  sich  der  dispersive  Anteil  aus 
Wechselwirkungen  zusammen,  welche  aufgrund  zeitlicher  Schwankungen  in  der 




beschriebenen  literaturbekannten  Werten  für  PP  und  PE  von  30  mN/m  (Tabelle  5).[36] 
Dominierend  ist mit  26 mN/m der dispersive Anteil der Oberflächenenergie, da  reines PP 
mangels  polarer  Gruppen  vorrangig  disperse  Wechselwirkungen  ausbildet.  Die  Corona‐
behandelte PP‐Folie weist mit 37 mN/m eine höhere freie Oberflächenenergie und auch einen 
höheren  polaren Anteil  von  4  bzw.  6 mN/m  auf. Dies  stimmt mit  früheren  Studien  zu  PP 
überein, in welchen eine Erhöhung der PP‐Oberflächenenergie durch Corona‐Behandlung auf 
35 mN/m[96] bis 40 mN/m[97] gemessen wurde.  

























Die  in  der  Literatur  beschriebene  Reversibilität  der  Corona‐Behandlung  beruht  auf  zwei 
entropiegetriebenen  Effekten,  welche  die  Oberflächenenergie  senken.  Hydrophile 
Funktionalitäten  reorientieren  sich und diffundieren von der Oberfläche  in das  Innere des 













Eine  weitere  Methode,  welche  sich  für  die  Oberflächenanalytik  eignet,  ist  die 
Röntgenphotoelektronenspektroskopie (XPS). Röntgenstrahlen erzeugen Photoelektronen an 
der  Oberfläche  des  untersuchten Materials,  die  für  jedes  Element  eine  charakteristische 
Energie  aufweisen.  Eine  qualitative  sowie  quantitative  Aussage  über  die 
Elementarzusammensetzung eines Festkörpers ist damit möglich, wobei die Informationstiefe 
drei bis fünf Nanometer beträgt. Die in Tabelle 6 dargestellten Ergebnisse der XPS‐Messungen 
wurden  in  Kooperation mit Dr.  Korinna Altmann  aus  dem Arbeitskreis  von Dr.‐Ing.  Pedro 
Dolabella  Portella  an  der  Bundesanstalt  für  Materialforschung  erhalten.  In  einer  ersten 
Messung  wurde  die  Elementarzusammensetzung  beider  Seiten  der  PP‐Folie  bestimmt. 
Zusätzlich wurde eine Folie aus rein isotaktischem PP (durchschn. Mw = 250.000 g/mol, Mn = 
67.000 g/mol) unter Hitze und Druck in einer Polymerpresse hergestellt und untersucht (PPiso). 







oder  Aminen  vorliegen  kann,  ist  nur  auf  der  ungereinigten  Folie  nachzuweisen.  Die 
Waschschritte mit unpolarem Cyclohexan, sowie Ethanol und Reinstwasser reduzieren den 
Sauerstoffanteil  und  entfernen  die  stickstoffhaltigen  Verbindungen  vollständig  von  der 
Oberfläche.  Gleichzeitig  sind  nach  dem  Waschen  Spuren  von  Calcium  und  Aluminium 
nachweisbar, was durch Verunreinigungen  in den  verwendeten  Lösungsmitteln verursacht 





























98,5  1,5  ‐  <0,1  ‐  <0,1 
PP‐Folie ‐ Unbehandelt 
(nicht gereinigt) 
93,5  3,6  2,9  ‐  ‐  ‐ 
PP‐Folie – Corona‐behandelt 
(gereinigt) 
97,0  3,0  ‐  <0,1  ‐  <0,1 
PP‐Folie – Corona‐behandelt 
(nicht gereinigt) 
93,8  4,8  1,3  ‐  ‐  ‐ 
PPiso 
(gereinigt) 
89,5  7,0  1,4  0,4  1,1  0,7 
PPiso 
(nicht gereinigt) 
92,2  4,4  0,8  0,3  1,1  1,1 
Auffallend ist, dass auch die unbehandelte PP‐Folie Sauerstoff an der Oberfläche aufweist. Im 
Folgenden wurden winkelabhängige XPS‐Messungen in Kooperation mit Dr. Johannes Schmidt 





Gesamtsauerstoffanteils  der winkelabhängigen Messung  im Vergleich  zu  den  in  Tabelle  6 




für  die  Haftung  relevant  ist,  die  höchste  Sauerstoffkonzentration  vorliegt  und  diese  zum 
Folieninneren  hin  abnimmt.  Im Gegensatz  dazu  zeigt  die  Corona‐behandelte  PP‐Folie  bei 
geringeren Winkeln, das heißt in tieferen Schichten von etwa 3‐5 nm, einen nur geringfügig 
niedrigeren  Sauerstoffgehalt  als  an  der  Oberfläche  (Abbildung  9B).  Dieses 
Konzentrationsprofil war zu erwarten, da die Corona‐Behandlung von PP Oxidationsprozesse 
in bis zu 7 nm Tiefe anregt.[98] Insgesamt ist der Sauerstoffgehalt der Folie daher höher, jedoch 




Weiterhin  wurden  die  Signale  des  Sauerstoffs  (O1s)  genauer  betrachtet  und  mit  dem 
Kohlenstoffsignal (C1s) verglichen, um eine Aussage über die vorliegende Spezies treffen zu 
können (Abbildung 9C‐F). Das O1s Spektrum beider Proben bei 0 ° zeigt ein einziges Signal, 














A/B)  Sauerstoff‐ und  Kohlenstoffgehalt der Oberfläche. C‐F) Ausschnitt des  Spektrums mit C1s‐






531,7 eV  einer C‐O  Spezies, wohingegen C=O‐Spezies  eher  bei  533 eV  zu  erwarten wären 
(Abbildung 9E‐F). Mit steigendem Winkel ist für beide Folien sowohl für C1s als auch für O1s 
zu erkennen, dass sich die Form des Signals nicht signifikant verändert. Es ist allerdings eine 






bis  zum  größten  negativen Minimum  im  C(KLL)‐Spektrum  eine Aussage  über  das  sp2/sp3‐
Hybridisierungsverhältnis  des  Kohlenstoffs  geben.  Für  reinen  Diamant, welcher  eine  sp3‐
Hybridisierung aufweist, ist ein D‐Wert von 14 eV zu erwarten, während zweidimensionales 
Graphit mit einer sp2‐Hybridisierung einen D‐Wert von 22 eV hat.[99] Für beide PP‐Proben sind 





β‐Hydrideliminierungsreaktionen während  der  Polymerisation  des  PP  sein  oder  auch  von 











Es  gibt wie  in  Kapitel  2.4.1  beschrieben  verschiedene Möglichkeiten  für  die Generierung 
spezifisch  bindender  Peptide.  Im  Gegensatz  zu  einem  rationalen  Design  und  chemischen 
Bibliotheken  bietet  die  biokombinatorische  Methode  des  Phagendisplays  einige 












der  12‐mer‐Phagenbibliothek  zu  entwickeln  und  zu  optimieren.  Bisher  ist  nur  ein 
Phagendisplay‐Experiment mit einem PP‐Target beschrieben, woraus einige wenige 12‐mer‐
Peptide als PP‐Binder von der Firma Dupont patentiert wurden.[100] Die Biopanning‐Prozedur 
gründete  sich  dabei  auf  die  für  Phagendisplay  üblichen Waschschritte  bei  neutralem  und 
saurem pH‐Wert. Dafür wurde Tween‐20‐haltiger TBS‐Puffer (TRIS‐gepufferte Kochsalzlösung, 
pH  7,5)  sowie  Glycin/HCl‐Puffer  (pH  2,2)  verwendet.  Das  Tensid  Tween‐20  wird  in 
Phagendisplay‐Experimenten  in  Konzentrationen  von  0,1%  ‐  0,5%  zugegeben,  um 
nichtspezifische Wechselwirkungen der Phagen zu unterdrücken. Zusätzlich wurde in dem von 
Dupont  patentierten  Verfahren  Rinderserumalbumin  (BSA)  zugesetzt,  welches  als 
Blockierungsmittel  für  die  Oberflächen  dient  und  damit  verhindern  soll,  das  die  Phagen 
beispielsweise  an  die  Gefäßwand  binden.  Abschließend  wurde  die  Infektion  der  E.  coli 
Bakterien vorgenommen,  indem das PP‐Target direkt und ohne Elution der Phagen  in das 
Nährmedium gegeben wurde.  
Der  erste  Panning‐Versuch  für  die  PP‐Folie  wurde  ähnlich  des  Dupont‐Verfahrens  unter 






die  infizierten  Kolonien  sichtbar  und  können  gezählt  werden.  Für  das  Gelingen  des 
Experiments  ist  es  notwendig,  die Waschschritte  so  zu  optimieren,  dass  die  nicht‐  bzw. 
schwachbindenden  Phagen  entfernt werden,  nicht  jedoch  die  starken  Binder.  Für  diesen 
Versuch  ergab  sich  eine  exponentielle  Abnahme  der  eluierten  Phagen,  das  bedeutet,  die 
ersten Waschschritte entfernten sehr viele Phagen und die späteren zunehmend weniger. Die 
Sanger‐Sequenzierung  von  11  Phagen  nach  der  ersten  Panning‐Runde,  ergab  jedoch  10 
Phagen ohne Insert, das heißt ohne randomisierte 12‐mer Sequenz. Diese Wildtypphagen sind 
ein Resultat der Herstellungsprozedur der Phagenbibliothek und sind  in der ursprünglichen 
Bibliothek  zu  13%  vorhanden. Werden  die  Phagen  ohne  Insert  angereichert,  ist  dies  ein 
Hinweis  auf  das  Vorliegen  unspezifischer  Wechselwirkungen.  Eine  Wiederholung  des 








Tween‐20,  welches  unspezifisch  bindende  Phagen  durch  das  Ausbilden  hydrophober 
Wechselwirkungen von der Oberfläche entfernt,  ist dagegen nicht sinnvoll. Eine Absenkung 






optimierte  Panning‐Protokoll  wurde  für  beide  Seiten  der  PP‐Folie  getrennt  angewendet, 
sodass die Phagen zu keiner Zeit der jeweils anderen Seite ausgesetzt waren. Zur Anreicherung 
von guten Bindern wurde der Panning‐Zyklus dreimal wiederholt, wobei der Selektionsdruck 
in  jeder Runde  in Form von  stärkeren Waschschritten erhöht wurde. Zusätzlich wurde ein 
weiteres Phagendisplay‐Experiment mit der isotaktischen PP‐Folie durchgeführt. Hierfür war 
eine Reduktion der Waschschritte nötig, um nicht alle Phagen zu entfernen, was durch die 




Im  Anschluss  an  die  Phagendisplay‐Experimente  werden  die  randomisierten  12‐mer‐ 
Peptidsequenzen durch das  Sequenzieren der DNA und die Übersetzung des  codierenden 
DNA‐Abschnitts über den genetischen Code erhalten.  Im Rahmen der vorliegenden Arbeit 
wurden  zwei DNA‐Sequenziermethoden angewendet und verglichen.  Im  folgenden Kapitel 
wird zunächst die für Phagendisplay bereits etablierte Sanger‐Sequenzierung beschrieben. 
 









zu  ausreichenden  DNA‐Mengen  führt.  Somit  ergab  sich  eine  ungleiche  Anzahl 
Peptidsequenzen pro Panning‐Runde.  
Die erhaltenen Sequenzen  für  insgesamt 76 untersuchte Phagen  für PPunb sind  in Tabelle 7 
dargestellt.  Nach  den  ersten  beiden  Runden  enthielten  alle  14  bzw.  24  sequenzierten 




und konnte damit  im Vergleich  zum vorherigen Phagendisplay‐Protokoll deutlich  reduziert 
werden. 
Bei  Betrachtung  der  Aminosäurezusammensetzung  der  gefundenen  Peptidsequenzen,  ist 
nach der dritten Panning‐Runde verglichen mit einer Referenzphagenbibliothek (siehe Kapitel 
3.5.2)  eine  Unterdrückung  der  hydrophoben  Aminosäuren  Alanin,  Leucin,  Isoleucin  und 
Tryptophan  sichtbar, während Phenylalanin durch das Vorkommen einer Sequenz mit vier 






Tabelle  7.  Dargestellt  sind  die  erhaltenen  12‐mer‐Peptidsequenzen  nach  Sanger‐Sequenzierung 



























































PPunb  im Vergleich  zur  einmal  amplifizierten Referenzbibliothek. Mehrfach  auftretende  Sequenzen 
wurden einfach gezählt.  (B) Mittels MEME‐Algorithmus gefundenes Motiv im Sanger‐Sequenzpool des 







einfach  auftretenden  Sequenzen  die  hydrophoben  Aminosäuren  Valin  und  Phenylalanin 














auftritt  (Abbildung  11B). Wird  nun  die  dritte  Runde  betrachtet,  findet  sich  keines  der  in 
Runde 2  wiederholt  auftretenden  Peptidmotive  wieder,  da  der  Sequenzpool  der  dritten 
Runde von nur zwei verschiedenen Sequenzen dominiert wird.  
Mittels  Datenbanken  können  die  erhaltenen  Peptide  mit  denen  anderer  Phagendisplay‐
Experimente  verglichen  werden.  Beispielsweise  sind  alle  literaturbekannten,  durch 
Phagendisplay  selektierten  Peptidsequenzen  in  der  Mimo‐Datenbank  gespeichert.[102] 
Zusätzlich  liefert  die  SAROTUP‐Datenbank  (Scanner  And  Reporter  Of  Target‐Unrelated 
Peptides) Hinweise auf das Vorliegen von Target‐unspezifischen Sequenzen, welche an andere 
Komponenten im Screeningprozess binden.  Ein Abgleich mit SAROTUP zeigt, dass im Sanger‐
Sequenzpool  keine  literaturbekannten  Target‐unspezifischen  Bindungsmotive  vorhanden 
sind.  In  der  Mimo‐Datenbank  sind  jedoch  drei  Sequenzen  der  dritten  Runde  für  sehr 
verschiedene  Targets  gespeichert.  Die  Sequenzen  DYHDPSLPTLRK,  GNNPLHVHHDKK  und 
VCSPCGPVPPAK  wurden  in  zwei  unabhängigen  Arbeiten  in  Phagendisplay‐Experimenten 
gegen verschiedene monoklonale Antikörper selektiert und wiesen dabei im Vergleich zu den 
anderen  selektierten  Sequenzen  teilweise  höhere  Affinitäten  auf.[103]  Die  Sequenz 
GNNPLHVHHDKK  wurde  darüber  hinaus  in  zwei  weiteren  Experimenten  mit  einem 
Glykoprotein  sowie  lymphozytischen  Zellen  als  Targets  gefunden.[104] Auch wenn  es  nicht 
ausgeschlossen  ist,  dass  die  gleiche  Peptidsequenz  eine  starke  Affinität  für  mehrere 
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ausreichend um dies  zu  zeigen. Der Anteil der Phagen ohne  Insert beträgt 24% und  steigt 
damit leicht im Vergleich zur unbehandelten PP‐Folie.  
Tabelle  8.  Dargestellt  sind  die  erhaltenen  12‐mer  Peptidsequenzen  nach  Sanger‐Sequenzierung 








































das  Asparaginsäure‐haltige Motiv D(x)2DPSxPxL  ist  in  zwei  Sequenzen  der  zweiten  Runde 
enthalten, wodurch Asparaginsäure im Sequenzpool der zweiten Runde stark angereichert ist. 
Ein  Abgleich  mit  der  Mimo‐Datenbank  liefert  Übereinstimmungen  mit  den  Sequenzen 
RDYHPRDHTATW  und  QVNGLGERSQQM,  welche  bei  Phagendisplay‐Experimenten  mit 




Abbildung  12.  Untersuchung  der  Aminosäurezusammensetzung.  Dargestellt  ist  die  Differenz  der 
prozentualen Häufigkeit einzelner Aminosäuren nach jeder Biopanning‐Runde des Phagendisplays für 




Für  die  selbst  angefertigte  PP‐Folie  aus  rein  isotaktischem  Polypropylen, welche  in  einer 
Polymerpresse  hergestellt wurde, war  eine  Reduzierung  der Waschschritte während  des 




29%  für PPiso höher als  für die beiden  Seiten der  technischen PP‐Folie. Die Reduktion der 
Waschschritte  aufgrund  der  geringeren  Probengröße  und  der  damit  einhergehenden 
geringeren Oberfläche, führte möglicherweise vermehrt zu unspezifisch bindenden Phagen. 



























Threonin  und Glutamin  (Abbildung  13). Weiterhin wurden  zwei  Sequenzen mit  einzelnen 




auftritt.  Drei  der  acht  Sequenzen  enthalten  ein  VV‐Dipeptid.  Die  hydrophobe  Valin‐
Seitenkette  ist  aufgrund  der  elektronischen  Struktur  gut  geeignet  um  van‐der‐Waals‐






Abbildung  13.  Untersuchung  der  Aminosäurezusammensetzung.  Dargestellt  ist  die  Differenz  der 
prozentualen  Häufigkeit  einzelner  Aminosäuren  nach  zwei  bzw.  drei  Biopanning‐Runden  des 









ist  eine  Unterdrückung  der  hydrophoben  Aminosäuren  für  alle  Targets  zu  verzeichnen 
(Abbildung  14),  wobei  Valin  und  Phenylalanin  für  PPunb  eine  Ausnahme  bilden.  Basische 
Aminosäuren wurden beim Screening auf beiden Seiten der PP‐Folie angereichert. Dies ist ein 
Indiz für die Ausbildung von Ladungswechselwirkungen zwischen den Peptiden und der PP‐
Oberfläche  anstelle  von  oder  zusätzlich  zu  van‐der‐Waals‐Wechselwirkungen  durch 
hydrophobe  Aminosäuren. Wie  die  in  Kapitel  3.1  beschriebenen  XPS‐Messungen  zeigen, 
befindet  sich  ein  geringer  Anteil  Sauerstoff  in  Form  von  Hydroxyl‐  sowie  Carbonyl‐  oder 
Carboxylgruppen  auf  der  PP‐Oberfläche.  Beispielsweise  könnten  Salzbrücken  zwischen 
Carboxylaten und positiv geladenen Aminosäuren zur Bindung der Peptide beitragen.  
 














für  PPiso  angereichert,  wohingegen  eine  Anreicherung  von  Tyrosin  und  Asparagin 
ausschließlich  für PPcor beobachtet wurde. Die durchschnittlichen Anteile der hydrophoben 
bzw.  geladenen  sowie  der  wasserstoffbrückenbildenden  Aminosäuren  sind  für  die 
selektierten Peptide der dritten Runde für die verschiedenen PP‐Oberflächen ähnlich.  
Tabelle 10. Vergleich der erhaltenen  Sequenzen nach der dritten Runde Biopanning auf PP‐Folien 
bezüglich  verschiedener  Sequenzeigenschaften  wie  Ladung,  Hydrophobie  und  die  Fähigkeit  zur 
Ausbildung von Wasserstoffbrückenbindungen (H‐Brücken). 
Eigenschaft der Peptide  PPunbehandelt  PPcorona  PPisotaktisch 
Nettoladung (pH 7)  +0,1  +0,9  +0,4 
Anteil geladener Seitenketten  35%  25%  21% 
Anteil hydrophober Seitenketten  35%  33%  46% 
Anteil H‐Brücken bildender Seitenketten  54%  60%  54% 
 
Die Diversität des Sequenzpools nimmt erwartungsgemäß nach der zweiten Panning‐Runde 
ab, mit  Ausnahme  der  Corona‐behandelten  Folie,  für welche  keine  Sequenzen mehrfach 
auftreten. Peptidsequenzen, welche  gemeinsame  Tri‐,  Tetra oder Pentapeptide enthalten, 
wurden hauptsächlich nach der zweiten Runde beobachtet.  Im Gegensatz dazu wurden die 
Peptide, welche Übereinstimmungen mit der Mimo‐Datenbank lieferten und demnach bereits 
bei  Phagendisplay‐Experimenten  mit  gänzlich  verschiedenen  Targets  selektiert  wurden, 
hauptsächlich  nach  der  dritten  Runde  verzeichnet.  Anhand  dieser  Beobachtungen wurde 
entschieden,  die  Phagenbibliotheken  jeweils  nach  der  zweiten  Panning‐Runde  für  die 
Illumina‐Sequenzierung zu verwenden. Zusätzlich wurde die Bibliothek der ersten Runde für 
die unbehandelte PP‐Folie mittels Illumina sequenziert, da für biologische Targets bereits eine 
Runde  Biopanning  kombiniert mit  NGS‐Methoden  ausreichen  kann,  um  starke  Binder  zu 
erwartet, was einen weiteren Vorteil darstellt.  
 
3.4 Vorbereitung der Phagenbibliotheken für NGS 
Im  Gegensatz  zur  Sanger‐Sequenzierung,  bei  welcher  einzelne  Phagenklone  untersucht 








identisch  für  alle  Phagenklone.  Das  bedeutet,  dass  eine  Sequenzierung  des  kompletten 
Phagengenoms in >99% überflüssigen Daten resultieren würde. Aus diesem Grund wurde eine 
Polymerasekettenreaktion  (engl. PCR) durchgeführt, wodurch  lediglich der  für die Analyse 
interessante  DNA‐Abschnitt  amplifiziert  wird.  Für  die  PCR  mussten  zunächst  jeweils  ein 
Vorwärts‐  und  Rückwärts‐DNA‐Primer  erstellt werden, welche  bestimmte  Anforderungen 
erfüllen  sollen.  Gute  Primer  bestehen  aus  18 ‐ 30 bp,  besitzen  eine  ähnliche 





der  Rückwärts‐Primer  5'GCAAGCTGATAAACCGATACA‐3'  liegt  97 bp  hinter  dem  Insert. Das 
resultierende PCR‐Produkt besteht somit aus 242 bp, wobei das 36 bp  Insert  innerhalb der 
















optimiert  werden.  Aus  diesem  Grund  wurde  zunächst  eine  Temperatur‐Scan‐PCR  mit 
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Temperaturen  zwischen  47 °C  und  53 °C  durchgeführt  und  die  Reaktionsgemische 
anschließend über Gelelektrophorese aufgetrennt (Abbildung 16). Bei einer Ta von 50,6 °C ist 












Paired‐End‐Reading durchgeführt, wodurch  für  jeden DNA‐Read ein  zweiter Read  vorliegt, 
welcher dem revers‐komplementären DNA‐Strang entspricht (Abbildung 17). Die Readlänge 
Abbildung 17. Schematische Darstellung der DNA‐Reads, die durch Illumina Paired‐End‐Sequenzierung





beträgt  125 bp  bzw.  150 bp  bei  späteren  Sequenzierungen,  wodurch  ein  überlappender 
Abschnitt  von 8 bzw. 58 bp entsteht. Die Erhöhung der Readlänge  ist auf eine  technische 
Umstellung  beim  Sequenzierdienstleister  zurückzuführen  und  hat  keinen  Einfluss  auf  die 
Qualität der erhaltenen Sequenzdaten.  
Zunächst ist es nötig, die im FastQ Format gelieferten DNA‐Sequenzen in die entsprechenden 
Peptide  zu  übersetzen.  Die  dafür  nötigen  Schritte  des  Programms  sind  in  Abbildung  18 



















überlappenden  Abschnitt  auf,  kann  dieser  nicht mehr  identisch  sein.  Aus  diesem  Grund 
wurden pro Sequenz zwei Fehler im überlappenden Abschnitt erlaubt, jedoch ausschließlich 
in  den  flankierenden  Bereichen  Eag1  und  Knp1,  nicht  aber  im  Insertbereich  um  kein 
fehlerhaftes  Peptid  zu  erhalten.  Dies  erhöhte  die  Anzahl  der  auswertbaren  Sequenzen 






zur  Auswertung  herangezogen  (Tabelle  11;  3).  Das  Auftreten  kürzerer  Sequenzen  wird 
wahrscheinlich  durch  fehlerhafte  Sequenziervorgänge  verursacht,  könnte  aber  auch  auf 
Fehler bei der Herstellung der Phagenbibliothek zurückzuführen sein.  
Weiterhin  wurden  aufgrund  der  bekannten  Fehleranfälligkeit  der  Illumina‐Sequenzierung 
einige Schritte zur Fehlerkorrektur, ähnlich den Arbeiten von Derda und Rebollo, eingefügt.[90, 
93] Die Genauigkeit  der  Fluoreszenzdetektion  ist  für  jede  Base  eines  Reads  in  Form  eines 
Qualitätswerts  (Q‐Wert) angegeben, welche auf einem  im Bereich der DNA‐Sequenzierung 
verbreiteten  Programm  (Phred  base‐calling)  basiert.[109]  Überlagern  sich  mehrere 
Fluoreszenzsignale in einem Cluster gibt dieser Wert der entsprechenden Base eine niedrigere 
Qualität als wenn das Fluoreszenzsignal deutlich einer Base zugeordnet werden kann. Der Q‐







zum  Filtern  fehlerhafter  Sequenzen  betrifft  die  Art  der  Codons.  Wie  in  Kapitel  2.6.1 
beschrieben werden für die Herstellung der Phagenbibliotheken ausschließlich NNK Codons 
verwendet, wobei N jeder der vier Nukleobasen und K entweder T oder G entspricht. Demnach 
sind  Sequenzen,  welche  andere  Codons  enthalten,  definitiv  fehlerhaft.  Aufgrund  dessen 
wurden 0,8% bis 2,6% der Sequenzen mit falschen Codons aussortiert (Tabelle 11; 5). Darüber 
hinaus gibt es auch in den Illumina‐Daten Sequenzen, welche von Wildtypphagen herrühren 
und  kein  Insert  aufweisen. Die Anzahl dieser  Sequenzen beträgt  10,9% bzw.  9,4%  für die 
Bibliotheken  der  unbehandelten  PP‐Folie  und  ist  damit  geringer  als  in  der  initialen 
Phagenbibliothek,  in welcher 13% Wildtypphagen auftreten (Tabelle 11; 6). Für die Corona‐
behandelte und die isotaktische PP‐Folie ergibt sich eine leicht höhere Anzahl an Sequenzen 
ohne  Insert  von  14,2% bzw.  20,6%. Dies  könnte darauf hindeuten, dass  für diese  Targets 
vermehrt unspezifische Bindungen der Phagen während des Biopannings auftraten. Davon ist 
hierbei  jedoch  nicht  auszugehen,  weil  solche  Sequenzen  in  den  Illumina‐Daten 
überrepräsentiert  werden.  Sequenzen  ohne  Insert  sind  naturgemäß  kürzer  und  kürzere 























































































Verschiedene Sequenzen  1.654.324  74.375  187.079  8.660 
 
Bei  einer  ersten  Analyse  der  resultierenden  Peptide  treten  sowohl  stark  angereicherte 
Sequenzen  als  auch  weniger  häufige  Sequenzen  auf,  welche  sich  in  nur  einer  Position 
voneinander unterscheiden. Dabei sind die weniger häufigen Sequenzen etwa um den Faktor 
1000 seltener vorhanden. Ein Beispiel ist die häufigste Sequenz DYHDPSLPTLRK, welche nach 
der  zweiten Runde mehr  als  1,6 Mio. mal  in  der Bibliothek  PPunb  vorliegt. Die  häufigsten 
Sequenzen,  welche  sich  in  nur  einer  Position  unterscheiden  sind  DYHDPSLPRLRK  (1216x 
gefunden)  und  DYHDPSLPTLQK  (903x  gefunden). Mit  etwa  um  Faktor  1 Mio.  geringeren 
Häufigkeiten  finden  sich  Sequenzen  mit  zwei  verschiedenen  Positionen,  beispielsweise 
DYHDPSLPTLQM  (18x  gefunden)  und DYHDPSLPTMQK  (9x  gefunden). Dieser  Effekt wurde 
bereits  in  anderen Next‐Generation‐Sequenzierungen  von  Phagenbibliotheken  beobachtet 
und resultiert aus Sequenzierfehlern einer Größenordnung von etwa 0,1%, welche auch durch 
die  bisher  angewendeten  Qualitätsfilter  nicht  vermieden  werden  konnten.[90]  Für  alle 
Sequenzen die häufiger  als  1500 mal  in  einem Datensatz  vorkommen, wurden daher  alle 






Weil  durch  die  angewendeten  Qualitätsfilter  und  Korrekturen  nicht  alle  fehlerhaften 















85%  den  Großteil  des  Sequenzpools,  während  die  häufigsten  tausend  Sequenzen 
zusammengenommen nur 7% Prozent der gesamten Bibliothek entsprechen.  
Bezüglich der häufigsten Peptidsequenzen  in der Bibliothek wird eine starke Ähnlichkeit zu 
den  durch  die  Sanger‐Methode  gefundenen  Sequenzen  deutlich.  Fünf  der  ersten  20 
Peptidsequenzen,  darunter  die  häufigsten  vier  Sequenzen,  sind  bereits  durch  die  Sanger‐
Sequenzierung  bekannt.  Die  häufigste  Sequenz  DYHDPSLPTLRK mit  einer  Kopienzahl  von 
15.107 nach der ersten Biopanning‐Runde wurde über die Sanger‐Methode nach der dritten 
Runde  ebenfalls mehrfach  gefunden  (Kapitel  3.3.1). Die  Sequenzen  RDYHPRDHTATW  und 
QVNGLGERSQQM, welche mit Kopienzahlen von 12.797 und 7.362 für die unbehandelte PP‐
Folie auftreten und damit die zweit‐ und dritthäufigste Sequenz darstellen, sind in der Sanger‐
Sequenzierung  jedoch  ausschließlich  für  die  Corona‐behandelte  und  isotaktische  PP‐Folie 
selektiert  worden.  Dies  legt  nahe,  dass  die  selektierten  Phagenbibliotheken  für  die 









Nach  der  zweiten  Panning‐Runde  ist  eine  starke  Abnahme  der  Sequenz‐Diversität  zu 
beobachten. Mit 2,6 Mio. Peptidsequenzen ergab die  Illumina‐Sequenzierung ähnlich viele 
Sequenzen wie für die erste Runde (2,8 Mio.), davon unterscheiden sich  jedoch nur 74.375 
Sequenzen  im  Vergleich  zu  1,6 Mio.  nach  der  ersten  Runde. Während  der  Großteil  der 
Sequenzen weiterhin  einfach  vorliegt, wird  die Abnahme der Diversität  durch  eine  starke 
Anreicherung einiger weniger Sequenzen verursacht (Abbildung 20). Beispielsweise hat sich 
die Kopienzahl der häufigsten Sequenz DYHDPSLPTLRK von 15.107 auf über 1,6 Mio. nach der 




fünf  Sequenzen  für  beide  Datensätze  identisch.  Die  11.660‐fach  gefundene  Sequenz 
VCSPCGPVPPAK ist bereits aus der Sanger‐Sequenzierung der dritten Runde bekannt und ist 
die  häufigste  Sequenz,  welche  die  seltene  Aminosäure  Cystein  aufweist.  Werden  die 
Kopienzahlen  der  häufigsten  Sequenzen  beider  Bibliotheken  verglichen,  ergeben  sich 
teilweise  deutlich  verschiedene  Anreicherungsraten.  Während  die  häufigste  Sequenz 























Carbonyl‐  oder  Carboxylgruppen  verursacht  (siehe  Kapitel  3.1),  welche  potentielle 







unbehandelten PP‐Folienseite  festzustellen, wobei die  fünf häufigsten Sequenzen  identisch 
sind. Die Sequenz DYHDPSLPTLRK ist auch in dieser Bibliothek mit einer Kopienzahl von über 
einer halben Million die mit Abstand am häufigsten auftretende Sequenz und besitzt einen 
Anteil  von  27%  am  gesamten Datensatz. Dies  legt  zunächst  eine  hohe Ähnlichkeit  beider 
Sequenzpools  nahe.  Der  Amplifizierungsvorteil  einiger  weniger  Sequenzen  wirkt  jedoch 


















Sequenzen  entsprechen  97%  der  Gesamtbibliothek.  Einige  wenige  Sequenzen  sind  stark 
angereichert  und  die  Sequenz  DYHDPSLPTLRK  ist  mit  einem  Anteil  von  50%  an  der 
Gesamtbibliothek erneut die häufigste Sequenz. Die Art der häufigsten Sequenzen  ist den 
anderen Datensätzen ähnlich, wobei die drei Sequenzen mit den höchsten Kopienzahlen für 











geringere  Anzahl  Sequenzen  für  PPiso  erhalten.  Erklärbar  sind  die Unterschiede  durch  die 




Stickstoff  und  Silicium  sowie  Spuren  von  Calcium  und  Aluminium  auf  der  Oberfläche 









zusätzlich  zu  den  bereits  durch  Sanger‐Sequenzierung  bekannten  Sequenzen  eine  Reihe 
weiterer  Übereinstimmungen.  Beispielsweise  wurden  die  Peptide  SPLRAVAFSGAQ  (PPunb, 
2. Runde,  6. Platz)  und  SAPVPGSSHSRQ  (PPcor,  2. Runde,  8. Platz),  welche  beide  mit 
Kopienzahlen  von  über  10.000  beim  Screening  auf  den  verschiedenen  PP‐Oberflächen 







Sanger‐Sequenzierung  einzelner  Klone  deutlich.  Eine  im  folgenden  Kapitel  erläuterte 
Untersuchung  der  Amplifizierungstendenzen  bestimmter  stark  angereicherter  Sequenzen 
ermöglicht es, diese von den Effekten der Target‐Bindung zu unterscheiden. Hierfür wurden 
zusätzlich Referenzphagenbibliotheken mit der Illumina‐Methode sequenziert, welche nicht 
für  das  Biopanning  verwendet  wurden  und  keinem  PP‐Target  ausgesetzt  waren.  Dieses 




Unter  Anbetracht  der  Amplifizierungsvorteile  einiger  Sequenzen  und  der  Präferenz  für 
bestimmte  Aminosäuren  scheint  die  Sequenzierung  von  Referenzphagenbibliotheken 
notwendig,  um  falschpositive  Sequenzen  zu  minimieren.  In  der  Literatur  sind  bereits 
Sequenzierungen von originalen Ph.D.‐12 Phagenbibliotheken beschrieben,  jedoch wurden 
die  Phagen  vom  Hersteller  NEB  in  16+  Chargen  produziert,  die  untereinander  nicht 
vergleichbar sind. Bei Betrachtung des tatsächlichen Sequenzraumes von 109 Sequenzen  in 
einer Phagenbibliothek, wird offensichtlich, dass bei theoretisch möglichen 4x1021 (=1220) 12‐
mer  Sequenzen  nur  ein  Bruchteil  der  Möglichkeiten  enthalten  ist.  Zwei  unabhängig 




originalen Phagenbibliotheken,  in welcher hauptsächlich die Ph.D.‐7‐Bibliothek  (NEB)  vom 
initialen Zustand bis zur dritten Amplifizierung untersucht wurde, stammt aus dem Jahr 2014 
von Derda et al.[93] Diese Studie kann jedoch nicht als Referenz für die im Rahmen dieser Arbeit 
besprochenen NGS‐Daten  dienen,  da  nur  unzureichend Daten  für  die  Ph.D.‐12‐Bibliothek 
existieren  und  die  von  Derda  et  al.  untersuchten  Phagenbibliotheken  aus  einer  früheren 
Charge stammen. Beispielsweise  finden sich keine der 20 am stärksten angereicherten 12‐
mer‐Sequenzen der Derda Studie in den gesamten in der vorliegenden Arbeit besprochenen 




Für  das  Referenzexperiment  wurden  10%  der  verwendeten  Ph.D.‐12‐Phagenbibliothek 
(Charge 14,  lot# 0351501) des Herstellers New England Biolabs  (NEB)  im  initialen Zustand 
sowie nach einmaliger Amplifizierung  verwendet. Die Amplifizierung der Phagen  in  E.  coli 
wurde dabei unter den gleichen Bedingungen wie für die Targetphagenbibliotheken nach dem 
Biopanning durchgeführt. Insgesamt lieferte die Illumina‐Sequenzierung 12,7 bzw. 14,4 Mio. 
DNA‐Reads,  welche  ähnlich  den  Targetbibliotheken  zu  etwa  70%  in  die  entsprechenden 
Peptidsequenzen  übersetzt werden  konnten  (Tabelle  12). Die  in  Kapitel  3.4.1  erläuterten 
Fehlerkorrekturen wurden auch für diese Datensätze angewandt.  
Für  die  initiale  Bibliothek  sind  theoretisch  109  Sequenzen  in  gleichen  Häufigkeiten  zu 
erwarten,  das  bedeutet,  dass  bei  einem Ausschnitt  von  10 Mio.  untersuchten  Sequenzen 
(107/109 = 0,01) über 99% der  Sequenzen einfach  vorkommen müssten. Die  tatsächlichen 




über 1000  auf  (Abbildung 23). Die drei häufigsten  Sequenzen der  initialen Bibliothek  sind 


















Nach  einer  Amplifizierung  in  E. coli  sind  bezüglich  der  Populationen  mit  niedrigen 
Kopienzahlen  nur  minimale  Änderungen  sichtbar.  Bezüglich  der  häufigen  Sequenzen  ist 





daher  nicht  überraschend,  dass  einige  dieser  Sequenzen  wie  in  Kapitel  3.3.1  und  3.5.1 
beschrieben, bereits  in Phagendisplay‐Experimenten mit anderen Targets, wie Antikörpern, 
selektiert wurden.  
Die  beobachtete Anreicherung  einiger  sogenannter  parasitärer  Sequenzen  in  der  initialen 
Bibliothek wurde auch von Derda et al. für Phagen einer früheren Charge beschrieben und 
scheint typisch für eine Phagenbibliothek zu sein.[93] Der Grund für die Anreicherung  ist oft 
unabhängig  von  der  zufälligen  12‐mer  Sequenz.[105a]  Beispielsweise  wurde  bei  vielen 




präsentiert,  eine  Punktmutation  in  einem  untranslatierten,  also  nicht  für  ein  Protein‐
codierenden Bereich der DNA  enthält.[112] Die Mutation befindet  sich  in  einem Abschnitt, 
welcher  für  die  Erkennung  des  bakteriellen  Ribosoms  zuständig  ist  und  damit  die 
Proteinsynthese einleitet. Die Punktmutation  führt zu einer besseren Erkennung durch das 
Ribosom und damit zu einer beschleunigten Synthese eines der Phagenproteine. Es wurde 
gezeigt,  dass  modifizierte  Wildtypklone  mit  der  Sequenz  HAIYPRH,  welche  diese 
Punktmutation nicht  aufwiesen,  keinen Amplifizierungsvorteil besitzen.  Für  einige weitere 
stark angereicherte Phagenklone  früherer Chargen wurden ähnliche Mutationen gefunden, 
für  andere  Sequenzen  bleibt  die  Ursache  für  den  Amplifizierungsvorteil  unbekannt.[105a] 
Weiterhin wurde  in  vielen  Studien die Bindung dieser  schnell‐amplifizierenden  Sequenzen 
zum jeweiligen Target, beispielsweise durch ELISA‐Assays, verifiziert. Daraus kann geschlossen 
werden,  dass  solche  Phagenklone  selektiert  werden,  weil  sie  sowohl  einen 
Amplifizierungsvorteil, als auch eine Affinität zum Target aufweisen. 
 
Abbildung  24.  Diversität  und  Sequenzen  der  Ph.D.‐12  Referenzphagenbibliothek  (Charge  14, 
lot# 0351501)  nach  einer  Amplifizierung  in  E.  coli.  Nach  einem  Amplifizierungsschritt  ist  eine 
zusätzliche Anreicherung der häufigsten Sequenzen zu beobachten.  
 
Durch  die  Amplifizierung  der  Ursprungsphagenbibliothek  verändert  sich  deren 
Aminosäurezusammensetzung kaum (Abbildung 25). Lediglich die 100 häufigsten Sequenzen 
weisen  leichte Tendenzen  zu Prolin,  Isoleucin, Phenylalanin und Tryptophan auf, während 
Serin  und  Threonin  unterdrückt werden.  Festzustellen  ist  jedoch  eine  teilweise  deutliche 
Abweichung  zu  den  Angaben  des  Herstellers  NEB,  die  sich  auf  eigene  NGS‐Daten  der 











und  des  gesamten  pIII‐Proteins  befindet.  Ein  bereits  bekannter  Positionseffekt  ist  die 
vollständige Unterdrückung von Prolin an dieser Stelle. Prolin wirkt dort als Inhibitor auf die 
Signalpeptidase, ein Enzym in E. coli, welches für die Amplifizierung notwendig ist.[74]  
   L  A  P  V  I  M F  W S  G  T  Q  N  C  Y  R  H  K  D  E     
1                                             
2                                            +100% 
3                                            +75% 
4                                            +50% 
5                                            +25% 
6                                            0% 
7                                            ‐25% 
8                                            ‐50% 
9                                            ‐75% 
10                                            ‐100% 
11                                             
12                                             
Abbildung 26. Untersuchung der Positionseffekte der Peptidsequenzen mit Amplifizierungsvorteilen. 
Dargestellt  ist  die  positionsabhängige  Aminosäurezusammensetzung  der  amplifizierten 
Referenzphagenbibliothek bezogen auf das durchschnittliche Vorkommen der Aminosäuren  in jeder 
der 12 Positionen für alle Peptide mit einer Kopienzahl ≥ 10. 
Abbildung  25.  Untersuchung  der  Aminosäurezusammensetzung  der  Peptidsequenzen  mit
















































Im  nächsten  Schritt  wurden  die  häufigsten  1000  Sequenzen  der  einmal  amplifizierten 
Referenzbibliothek mit Hilfe des MEME‐Programms (Multiple Em for Motif Elicitation)[91] auf 
gemeinsame Motive  untersucht,  die  sich  allein  durch  die  Amplifizierung  anreichern.  Die 
erhaltenen  Motive  sind  in  Tabelle  13  dargestellt  und  zeigen  ausschließlich 
Dicysteinsequenzen.  Es  ist  bereits  bekannt,  dass  in  Phagendisplay‐Experimenten  kaum 
Sequenzen mit einer ungeraden Anzahl Cysteinen auftreten, wodurch Cystein im Allgemeinen 
unterdrückt wird. Für 1000 Sequenzen wären aufgrund der Codonhäufigkeit theoretisch 375 
Cysteine  zu erwarten.[74] Tatsächlich  finden  sich  in der amplifizierten Bibliothek unter den 
häufigsten  1000  Sequenzen  lediglich  56  Cystein‐haltige  Sequenzen, wovon  45  Sequenzen 
jeweils  zwei  Cysteine  enthalten.  Meist  befinden  sich  beide  Cysteinreste  in  direkter 
Nachbarschaft oder getrennt durch zwei bzw. vier zufällige Aminosäuren. Es wird vermutet, 










Zusammenfassend  ist  festzustellen,  dass  bereits  in  der  initialen  Phagenbibliothek  eine 
deutlich  geringere Diversität  vorliegt,  als  theoretisch  zu erwarten wäre.  Einige  Sequenzen 
treten in sehr hohen Kopienzahlen auf und werden nach einer Amplifizierung ohne Kontakt zu 
einem Target weiter angereichert. Diese Anreicherung ist mit großer Wahrscheinlichkeit auf 
Mutationen  im Genom  der  Phagenklone  und  nicht  auf  die  Art  der  präsentierten  12‐mer 
Sequenz  zurückzuführen.  Zusätzlich  liegt  insbesondere  für  die  N‐terminale  Position  eine 
Selektion  gegen  bestimmte  Aminosäuren,  sowie  eine  starke  Selektion  gegen  Peptide mit 
ungerader Cystein‐Anzahl vor. Im Folgenden wurden die gewonnenen Ergebnisse verwendet, 





Die  im vorigen Kapitel beschriebenen Referenzbibliotheken wurden  zur  Identifizierung der 
Sequenzen  mit  Amplifizierungsvorteilen  sowie  zur  Normierung  der  Aminosäure‐
zusammensetzung verwendet. Dafür wurden  im ersten Ansatz  in den Datensätzen der PP‐
Folien alle Sequenzen eliminiert, welche  in der einmal amplifizierten Referenzbibliothek  in 
einer  Kopienzahl  von  über  100  auftreten.  Dieser  Ansatz  wird  im  Folgenden  als 
Hintergrundkorrektur bezeichnet. Dies entspricht theoretisch 1371 Sequenzen des insgesamt 
fünf Millionen  umfassenden  Referenzdatensatzes, wovon  tatsächlich  1342,  1258  und  225 







gefunden  wurde  und  ist  ein  Hinweis  darauf,  dass  die  bevorzugt  amplifizierten  Klone 
erfolgreich eliminiert wurden.  
Tabelle  14.  Häufigste  Sequenzen  der  Phagenbibliotheken  nach  der  zweiten  Panning‐Runde  mit 
Hintergrundkorrektur  (Sequenzen mit  einer  Kopienzahl  über  100  in  der  Referenzphagenbibliothek 





































































































vor  allem  im  Vergleich  von  PPunb  und  PPcor  sichtbar  (Tabelle  14).  Die  häufigste  Sequenz 
HVSTTDLLGPRR, welche Vertreter aller Aminosäureklassen enthält,  ist für beide Datensätze 





den  häufigsten  15  PPiso‐Sequenzen  treten  sieben  Sequenzen  ausschließlich  in  diesem 
Datensatz auf. Die übrigen Sequenzen besitzen darüber hinaus  in den PPunb/cor‐Datensätzen 
deutlich geringere Kopienzahlen. Unter den für PPiso einzigartigen Sequenzen sind vor allem 
Histidin  und  Alanin  angereichert.  Beispielsweise  enthalten  drei  der  sieben  einzigartigen 
Sequenzen  für  PPiso  ein  Alanindipeptid.  Alanin  ist  in  der  Lage  über  hydrophobe 
Wechselwirkungen zur Bindung der Peptide auf PP beizutragen. Histidin ist bekannt dafür eine 














Abbildung  27.  Untersuchung  der  Aminosäurehäufigkeit  der  12‐mer  Peptide  in  den  Illumina‐
Sequenzpools. Dargestellt  ist die Differenz der prozentualen Häufigkeit  einzelner Aminosäuren  im 




Wird  nun  die  Aminosäurezusammensetzung  aller  Sequenzen  der  Hintergrund‐bereinigten 
Datensätze  betrachtet  und mit  der  amplifizierten Referenzbibliothek  verglichen  ist  immer 








häufigsten  Sequenzen  sichtbar.  Basische  Aminosäuren  sind  in  der  ionisierten  Form  als 
Kationen in der Lage Wechselwirkungen mit einer negativ geladenen Oberfläche oder auch π‐
Systemen auszubilden. Der Nachweis von sp2‐hybridisiertem Kohlenstoff auf den Oberflächen 
PPcor  und  PPunb  könnte  eventuell  auf  die  Präsenz  von  Kationen‐π‐Wechselwirkungen 
hindeuten (Kapitel 3.1). Hierzu ist anzumerken, dass für diese Art der Wechselwirkung nicht 
zwangsläufig  aromatische  π‐Systeme  nötig  sind,  da  auch  einfache  lineare  π‐Systeme wie 
Ethylen mit Kationen interagieren. Die Bindungsenergien bei Wechselwirkungen mit Kationen 




stärkere  Anreicherung  basischer  Aminosäuren.  Dies  ist  durch  die  höhere  Präsenz  von 
ionisierbaren sauerstoffhaltigen Gruppen erklärbar, an welche basische Peptide mit positiver  
Ladung über elektrostatische Wechselwirkung binden können. 
Weiterhin  sind  die  hydrophoben  Aminosäuren  Isoleucin  und  Phenylalanin  für  die  100 
häufigsten  Sequenzen  der  unbehandelten  PP‐Folie  angereichert,  während  die  übrigen 
hydrophoben Aminosäuren unterdrückt werden. Hierbei sind hydrophobe Wechselwirkungen 





betrachtet,  ist  eine  Unterdrückung  Alanins  zu  beobachten,  welche  für  alle  untersuchten 




den  häufigsten  25  Sequenzen  einige  mehrfach  Tryptophan‐haltige  Peptide,  wie 
SWWWPIDDYTPL und SPSEWPHWTPRL mit Kopienzahlen von 2218 bzw. 2253. Ein weiteres 
Peptid mit drei Tryptophanresten (HNDNNTDQTWWW) wurde mit einer Kopienzahl von 5125 
im  Sequenzpool  des  isotaktischen  PP  gefunden,  jedoch  durch  die  Hintergrundkorrektur 
entfernt. Diese Sequenz  tritt ebenfalls  in den anderen Phagenbibliotheken auf,  jedoch mit 
deutlich geringeren Kopienzahlen (39x für PPcor; 55x für PPunb nach der zweiten Runde) und 
wurde während des Biopannings für die unbehandelte PP‐Folie im Vergleich zur ersten Runde 








dass  insbesondere  π‐π‐Wechselwirkungen  des  Tryptophans  für  die  Affinität  zu  Polystyrol 
verantwortlich sind. Weitere Aminosäuren, die typischerweise zusammen mit den genannten 
Motiven  auftreten,  sind  Valin,  Phenylalanin,  Histidin  und  Prolin[119],  welche  über  ihre 



















einiger  Tryptophan‐haltiger Peptide  auf der PP‐Folie wurde näher untersucht und wird  in 
Kapitel 3.7 besprochen. 
Ein  weiterer  Vorteil  der  Next‐Generation‐Sequenzierung  ist  die  Möglichkeit  die 





bereits  in  den  Referenzdaten  beobachtet  und  wird  auch  durch  Amplifizierungsvorteile 
verursacht.  Die  Phagenbibliotheken  wurden  jedoch  nach  zwei  Biopanning‐Runden 
sequenziert und daher einem zusätzlichen Amplifizierungsschritt ausgesetzt. Dies erklärt den 
im  Vergleich  zur  einfach  amplifizierten  Referenzbibliothek  verstärkten  Cystein‐
Positionseffekt.  Im Gegensatz  dazu  ist  Cystein  für  das  isotaktische  PP  in  Position  9  stark 
angereichert und in den benachbarten Positionen stark unterdrückt. Eine Anreicherung von 
Cystein  ist  auch  in der N‐und C‐terminalen Position  zu beobachten.  Zusätzlich  finden  sich 
vermehrt Peptidsequenzen mit einzelnen Cysteinresten. Werden die häufigsten fünf Cystein‐
haltigen Peptide  jedes Datensatzes betrachtet, zeigen sich für PPcor und PPunb ausschließlich 





in  den  Referenzbibliotheken  zu  finden  und wurden  demnach  ausschließlich während  des 
Biopannings angereichert. Die Thiolgruppe Cysteins besitzt einen pKs‐Wert nahe dem beim 
Biopanning  vorherrschenden  pH 7,5[120],  wodurch  Cystein  abhängig  von  der  lokalen 







auch  für Histidin und Lysin der gegenteilige Effekt zu erkennen  ist  (Abbildung 28). Für das 





Maße  für  alle  drei  Datensätze  sichtbar.  Die  Ursache  der  stärkeren  positionsabhängigen 
Anreicherungen  für PPcor kann daher eventuell durch Sekundärstrukturen der Peptide und 





Tabelle  15.  Untersuchung  von  (Di)cystein‐Motiven  in  Illumina‐Sequenzpools.  Dargestellt  sind  die 
häufigsten  Peptidsequenzen  mit  Cystein  (gelb  markiert).  Aminosäureklassen  (basisch,  sauer, 
hydrophob, polar) farblich unterschieden. 








































beschrieben  Effekt  der  Unterdrückung  einzelner  Cysteine  bei  der  Phagenamplifizierung 
zurückzuführen. Dennoch  ist denkbar, dass die Disulfidbindung zweier Cysteine, welche zu 
einer ringförmigen und damit starreren Struktur der Peptide führt, für die Bindung der Peptide 









Tabelle  16.  Ergebnisse  der MEME‐Suche  nach  gemeinsamen Motiven  unter  den  häufigsten  1000 





































































waren  noch  vermehrt  amplifiziert  wurden  (Tabelle  17).  Im  Vergleich  zum  Ansatz  der 
Hintergrundkorrektur werden hierbei Sequenzen mit Amplifizierungsvorteilen eliminiert ohne 




der  Sequenzhäufigkeit  nach  zwei  Panning‐Runden  wurde  nicht  durchgeführt,  weil  die 












































unbekannte  Sequenzen,  welche  inmitten  der  enorm  großen  Datenmenge  zunächst  nicht 
auffällig  waren  (Abbildung  29).  Bezüglich  der  Aminosäurezusammensetzung  weisen  die 
normierten Sequenzen, vor allem solche mit hohen normierten Kopienzahlen, einen höheren 
Anteil  basischer Aminosäuren  sowie  Tyrosin  auf.  Saure Aminosäuren  sowie Glutamin  und 
Asparagin werden dagegen unterdrückt. Die Sequenz SCTLERCMYRNG, welche mit 140 die 
höchste  normierte  Kopienzahl  erhält,  besitzt  darüber  hinaus  zwei  Cysteinreste.  Eine 




der  Hintergrundkorrektur  nicht  zu  beobachten.  Denkbar  sind  π‐π‐Wechselwirkungen  der 
aromatischen Seitengruppe Tyrosins mit aromatischen π‐Systemen an der Oberfläche der PP‐
Folie.  Diese  könnten  beispielsweise  von  phenolbasierten  Additiven  herrühren,  die  in  der 





Bibliothek ersichtlich, wobei diese  für  Lysin  geringer  ausfällt  als  für die übrigen basischen 
Aminosäuren.  Die  Bindung  der  Peptide  auf  der  unbehandelten  PP‐Oberfläche  scheint 



























normierten  Häufigkeit  (rechts).  Aminosäureklassen  farblich  markiert  (basisch,  sauer,  hydrophob, 
polar).  
 
 L  A  P  V  I  M F  W S  G  T  Q  N  C  Y  R  H  K  D  E 
1                                         
2                                            +100% 
3                                            +75% 
4                                            +50% 
5                                            +25% 
6                                            0% 
7                                            ‐25% 
8                                            ‐50% 
9                                            ‐75% 
10                                            ‐100% 
11                                             
12                                             












sauren  Aminosäuren  Glutaminsäure  und  Asparaginsäure  befinden  sich  gehäuft  in  der  N‐
terminalen  Peptidhälfte  und werden  C‐terminal  leicht  unterdrückt. Die  stark  hydrophobe 
Aminosäure  Isoleucin  ist  in Position 1 und 2  sowie C‐terminal  angereichert. Bezüglich der 




Im  Folgenden  sollen  die  Illumina‐Daten  der  sequenzierten  Phagenbibliotheken  für  die 
verschiedenen PP‐Folien verglichen werden. Nach der zweiten Biopanning‐Runde weisen alle 
sequenzierten  Bibliotheken  eine  geringe Diversität  auf, wobei wenige  stark  angereicherte 








verschiedene Peptide entfallen. Die  isotaktische PP‐Folie unterscheidet  sich  von PPcor und 
PPunb durch  eine  geringere Probengröße  (PPunb/cor  4,0 cm2; PPiso  0,25 cm2) und  einen  eher 
heterogenen  Charakter.  Beide  Faktoren  sind  durch  die  Herstellungsart  bedingt  und 
beeinflussen das Biopanning  in entscheidendem Maße. Weiterhin  sind die häufigsten drei 
Sequenzen  für  alle  Datensätze  identisch  und  die  Sequenz  DYHDPSLPTLRK  zeigt  mit 
Kopienzahlen zwischen 0,5 und 1,6 Millionen jeweils die größte Anreicherung. Für PPunb und 
PPcor  sind  die  häufigsten  fünf  Sequenzen  identisch  und  auch  unter  den  übrigen  stark 
angereicherten Sequenzen finden sich viele Übereinstimmungen.  
Bezüglich  der  Aminosäurezusammensetzung  sind  ähnliche  Tendenzen  für  PPunb  und  PPcor 
sichtbar. Dies sind zum einen die allgemeine Anreicherung basischer Aminosäuren und zum 
anderen  die  Unterdrückung  saurer  Aminosäuren.  Darüber  hinaus  werden  die  meisten 
hydrophoben Aminosäuren sowie Threonin und Glutamin für beide Targets unterdrückt. Für 
die  isotaktische  PP‐Folie,  welche  über  eine  grundverschiedene  Herstellungsmethode mit 
anderem Ausgangsmaterial erzeugt wurde, sind diese Trends nicht zu beobachten. Werden 
positionsabhängige Anreicherungen  der Aminosäuren  betrachtet,  zeigt  sich  ebenfalls  eine 
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größere  Ähnlichkeit  zwischen  PPcor  und  PPunb  im  Vergleich  zur  isotaktischen  PP‐Folie.  Bei 
beiden  Targets  werden  positionsabhängige  Anreicherungen  der  basischen  und  sauren 













Im  nächsten  Schritt wurde  die Überschneidung  der  Sequenzpools  sowie  die  einzigartigen 
Sequenzen  für  PPcor  und  PPunb  genauer  untersucht.  Insgesamt  werden  nur  7631 
Peptidsequenzen  (0,5%  für  PPcor;  10,2%  für  PPunb)  gleichzeitig  in  beiden  Bibliotheken 
gefunden. In diesem gemeinsamen Sequenzpool befinden sich jedoch die meisten der stark 
angereicherten Sequenzen. Dagegen tritt der größte Teil der Sequenzen, welche nur in einer 
Bibliothek  vorkommen,  in  sehr  niedrigen  Kopienzahlen  unter  10  auf.  Folglich  ist  die 
Übereinstimmung  beider  Bibliotheken  sehr  groß,  sofern  die  Gesamtzahl  aller  Sequenzen 
betrachtet wird (76% für PPcor; 99% für PPunb). Unter den häufigsten 100 Sequenzen befindet 




Peptidsequenzen  für  beide  Sequenzpools  dargestellt.  Die  Sequenzen  mit  den  höchsten 









welche  jeweils  ausschließlich  in  einem  der  beiden  Datensätze  vorkommen.  Aminosäureklassen 
(basisch,  sauer,  hydrophob,  polar)  farblich  unterschieden.  Datensätze  werden  nach 
Hintergrundkorrektur  betrachtet  (Sequenzen  mit  einer  Kopienzahl  über  100  in  der 
Referenzphagenbibliothek eliminiert). 






























































In  Abbildung  31  werden  die  häufigsten  1000  einzigartigen  Sequenzen  bezüglich  der 
Aminosäurezusammensetzung dargestellt. Es zeigen sich ähnliche Trends beider Datensätze 
in Bezug  auf die basischen und  sauren Aminosäuren, welche mit den Beobachtungen der 




von  Leucin  sogar  eine  Anreicherung  stattfindet.  Diese  Ergebnisse  zeigen,  dass  basische 
Abbildung  31.  Vergleichende  Untersuchung  der  Aminosäurezusammensetzung  der  Sequenzpools
PPunb und PPcor. Dargestellt ist die Differenz der prozentualen Häufigkeit einzelner Aminosäuren nach 
der  zweiten  Biopanning‐Runde  im  Vergleich  zur  initialen  Bibliothek,  wobei  die  häufigsten  1000 


















diese Weise  ist es möglich, Tendenzen hin  zu bestimmten Eigenschaften  zu erkennen und 
deren Bedeutung für die Affinität der Peptide zu PP abzuschätzen. Die Berechnungen wurden 
auf den Sequenzpool der unbehandelten PP‐Folie beschränkt, da diese Oberfläche gegenüber 
der  Corona‐behandelten  Folie  für  die  Entwicklung  wasserbasierter  Binder  die  höchste 
Relevanz besitzt. Die ausgewählten Eigenschaften wurden demnach für alle Sequenzen der 
Datensätze für PPunb sowie der Referenzbibliotheken berechnet und im Durchschnitt für die 
häufigsten  Sequenzen  dargestellt  (Tabelle  19).  Eine  parallele  Untersuchung  des  Sanger‐
Sequenzpools  in  Hinblick  auf  die  ausgewählten  Eigenschaften  ist  nicht  sinnvoll,  da  die 
statistischen  Durchschnittswerte  aufgrund  der  geringen  Sequenzanzahl  nicht  mit 
ausreichender  Signifikanz  berechnet  werden  können.  Hierfür  ist  ein  umfangreicher 
Sequenzdatensatz  nötig,  welcher  nur  durch  Hochdurchsatz‐Sequenzierung  erreichbar  ist, 
womit ein weiterer Vorteil der Illumina‐Methode deutlich wird.  
Der aliphatische Index eines Proteins nach Ikai ist definiert als das relative Volumen, welches 





beobachten, wohingegen  Alanin,  Leucin  und  Valin  im  Vergleich  zur  Referenz  unterdrückt 













entsprechend  der  Höhe  der Werte).  Der  aliphatische  Index  (Ikai)  gibt  das  relative  Volumen  der 
















Häufigste 100   70,0  ‐0,05  ‐0,29  1,37 
Häufigste 1000  69,5  ‐0,08  ‐0,34  1,57 
Referenz 
amplifiziert 
Häufigste 100   70,9  ‐0,12  ‐0,28  1,31 
Häufigste 1000  70,1  ‐0,06  ‐0,33  1,54 
PPunbehandelt 
Runde 1 
Häufigste 100   67,2  +0,09  ‐0,39  1,50 
Häufigste 1000  68,7  +0,04  ‐0,39  1,65 
PPunbehandelt 
Runde 2 
Häufigste 100   67,7  +0,62  ‐0,49  1,81 




Häufigste 20  70,6  +0,42  ‐0,52  2,02 
Häufigste 100   63,3  +0,34  ‐0,53  1,82 
Häufigste 1000  66,2  +0,39  ‐0,47  1,75 
 
Weiterhin  wurde  die  durchschnittliche  Nettoladung  der  Peptide  bei  neutralem  pH‐Wert 
betrachtet.[124]  Für  die  Referenzbibliotheken  werden  negative  Nettoladungen  erhalten, 
wohingegen für PPunb ein deutlicher Trend zu positiven Nettoladungen zu beobachten ist. Die 
höchsten Nettoladungen wurden  für  die  häufigsten  100  Peptide  nach  der  zweiten  Runde 
sowie  die  20  Peptide  mit  der  größten  normierten  Häufigkeit  berechnet.  Die  positive 
Nettoladung  dieser  Peptidsequenzen  wird  durch  die  Anreicherung  basischer  und  die 




Die  Hydrophobie  wurde  anhand  des  GRAVY‐Index  berechnet  (engl.  Grand  Average  of 
Hydropathy), wobei die Hydrophobie der Peptidsequenz abnimmt je kleiner der GRAVY‐Index 
ist.[125] Hierbei werden neben den aliphatischen Aminosäuren auch besonders hydrophobe 
aromatische  Aminosäuren  wie  Tryptophan  oder  Phenylalanin  betrachtet.  Die  häufigsten 
Peptide  der  Referenzbibliotheken  erhalten  GRAVY‐Werte  um  ‐0,3.  Dagegen  werden 
niedrigere Werte  von  ‐0,4  bis  ‐0,5  für  die  häufigsten  Sequenzen  der  Bibliotheken  PPunb 
berechnet, das heißt die Hydrophobie dieser Peptide  ist  im Durchschnitt geringer als  in der 
Referenzbibliothek.  Insbesondere  die  Sequenzen mit  der  höchsten  normierten  Häufigkeit 









Aminosäuren  geteilt.  Hierbei  ist  anzumerken,  dass  dieser  Index  ursprünglich  für 
antimikrobielle  Peptide  entwickelt  wurde,  um  deren  Bindungspotential  an  bakteriellen 
Proteinen oder Membranen abzuschätzen. Es kann jedoch sinnvoll sein, diesen Index auch für 
das  PP‐Peptid‐System  anzuwenden,  da  die  Bindung  der  Peptide  aus wässrigen  Lösungen 
geschehen  soll  und  Löslichkeitswerte  dabei  von  entscheidender  Bedeutung  sind.  Für  die 
Peptide  der  Bibliothek  PPunb  nach  der  zweiten  Panning‐Runde  sowie  für  den  normierten 
Datensatz werden  deutlich  höhere  Boman‐Indizes  verglichen mit  den  Referenzsequenzen 
berechnet. Die häufigsten 20 Sequenzen der normierten Bibliothek erhalten im Durchschnitt 
mit  2,02  den  höchsten Wert, wobei  die  Sequenz mit der höchsten  normierten Häufigkeit 
SCTLERCMYRNG einen Boman‐Index von 3,2 besitzt.  




















Häufigste 100   ‐0,21  ‐0,24  ‐0,10 
Häufigste 1000  ‐0,16  ‐0,20  ‐0,07 
Referenz 
(amplifiziert) 
Häufigste 100   ‐0,22  ‐0,20  ‐0,12 
Häufigste 1000  ‐0,16  ‐0,19  ‐0,07 
PPunbehandelt 
Runde 1 
Häufigste 100   ‐0,20  ‐0,19  ‐0,07 
Häufigste 1000  ‐0,17  ‐0,18  ‐0,05 
PPunbehandelt 
Runde 2 
Häufigste 100   ‐0,16  ‐0,19  0,01 




Häufigste 20  ‐0,17  ‐0,10  0,07 
Häufigste 100   ‐0,19  ‐0,14  ‐0,01 





Für  die  meisten  Peptide  werden  Werte  zwischen  +0,7  und  ‐1,1  berechnet.  Die 





das  van‐der‐Waals‐Volumen  der  einzelnen  Aminosäuren  und  der  Streumassenradius 
einfließen. Je niedriger dieser Wert ist, desto geringer ist das Volumen der Peptidsequenz. Für 
die  Peptide  der  Phagenbibliotheken  PPunb  ist  im  Vergleich  zur  Referenz  eine  Tendenz  zu 
größeren  Volumen  erkennbar.  Ein  höheres  Volumen  kann  eine  geringere  konformative 
Flexibilität  bewirken  und  somit  potentiell  vorteilhaft  für  die  Bindung  sein.  Das  größte 
durchschnittliche Volumen weisen die Sequenzen mit der höchsten normierten Häufigkeit auf. 
Eines der zehn häufigsten Sequenzen dieses Datensatzes, das Peptid LYARDVSRYWHV, erhält 













Indizes,  das  heißt  einer  hohen  Löslichkeit  in Wasser.  Der  aliphatische  Faktor  nimmt  im 
Allgemeinen ab, steigt jedoch für die häufigsten normierten Sequenzen. Weiterhin zeigen die 





Im Rahmen  dieser Arbeit  ist  Phagen‐DNA, welche  nach mehrmaligem Biopanning  auf  PP‐
Folien  erhalten  wurde,  sowohl  über  die  Sanger‐  als  auch  über  die  Illumina‐Methode 
sequenziert worden (Abbildung 32). Insgesamt wurden drei Runden Biopanning durchgeführt, 
wobei nach jeder Runde Sanger‐Sequenzierungen einzelner Klone erfolgten. Hierfür mussten 
alle  Phagenklone  separat  von  Agarplatten  gepickt  und  getrennt  amplifiziert  werden. 
Anschließend  erfolgte die DNA‐Extraktion  sowie die  Zugabe  eines Primers  für die  Sanger‐
Sequenzierung.  Illumina‐Sequenzierungen  der  vollständigen  Phagenbibliotheken  wurden 
nach der ersten sowie zweiten Panning‐Runde durchgeführt. Dafür wurde die Phagen‐DNA 
ebenfalls  extrahiert,  gefolgt  von  PCR  und  Gelelektrophorese  des  PCR‐Produktes.  Für  die 
unbehandelte PP‐Folie konnten auf diese Weise insgesamt 76 Phagenklone über die Sanger‐
Sequenzierung  erhalten  werden.  Im  Gegensatz  dazu  lieferte  die  Illumina‐Sequenzierung 
6,1 Millionen  Rohsequenzen,  welche  nach  Übersetzung  ins  Peptid  und  Qualitätsfiltern 
1,65 Millionen  Peptidsequenzen  ergaben.  Der  Arbeitszeitaufwand  für  die  separate 
Amplifizierung, DNA‐Extrahierung und Primerzugabe der 76 Phagenklone als Vorbereitung für 
die  Sanger‐Sequenzierung  ist  dabei  bereits  deutlich  größer  als  die  Vorbereitung  der 
vollständigen  Phagenbibliothek  für  Illumina‐Sequenzierung  einschließlich  der  PCR.  Die 
Sequenzierung selbst wurde von den Biotech‐Firmen StarSeq  (Mainz) und GATC  (Konstanz, 
jetzt  Eurofins)  durchgeführt.  Bezüglich  der  Kosten  sind  3‐5 Euro  pro  Phagenklon  für  die 
Sanger‐Sequenzierung  und  ca.  450  Euro  für  die  Illumina‐Sequenzierung  einer  Probe 
anzusetzen. Am Beispiel der Bibliothek PPunb zeigt sich, dass die Sanger‐Sequenzierung von 
lediglich  76  Klonen  mit  ca.  300  Euro  nicht  wesentlich  günstiger  ist,  als  die  Illumina‐
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Sequenzierung  einer  vollständigen  Bibliothek.  Vor  allem  bei  einem  Vergleich  pro 
Peptidsequenz,  zeigt  sich  das  wesentlich  bessere  Preis‐Leistungs‐Verhältnis  der  Illumina‐
Sequenzierung  (ca.  0,03 Cent  pro  Sequenz).  Ein  Nachteil  der  Illumina‐Sequenzierung  ist 
hingegen  der  deutlich  höhere  Aufwand  für  die  Auswertung  der  Rohdaten,  wofür  die 
Entwicklung eines Computerprogramms notwendig war.  
Typischerweise geschieht die Anreicherung der bindenden Sequenzen über die wiederholten 
Biopanning‐Runden,  sofern  Sanger‐Sequenzierung  einzelner  Klone  durchgeführt  wird 
(Abbildung  32).  Gleichzeitig  übt  die  Amplifizierung  der  Phagen  in  E.  coli  einen  starken 
Selektionsdruck  aus.  Aus  diesem  Grund  entfällt  zum  Beispiel  für  PPunb  der  Großteil  der 
sequenzierten  Klone  nach  der  dritten  Runde  auf  nur  eine  Sequenz.  Über  Illumina‐
Sequenzierung  der  vollständigen  Phagenbibliothek  werden  Sequenzen,  welche  nach  drei 
Runden  in der Sanger‐Sequenzierung dominieren, bereits nach der ersten Runde  sichtbar. 
Darüber hinaus erlaubt die große Datenmenge eine deutlich bessere Statistik bezüglich der 
Aminosäurezusammensetzung,  einschließlich  einer  Positionsanalyse,  und  weiteren 
Sequenzeigenschaften  wie  der  Hydrophobie.  Beispielsweise  konnte  die  deutliche 




möglichen  Sequenzen  ist  stark  limitiert. Wird  die  Illumina‐Sequenzierung  verwendet  ist  nur  eine






Die  Schwierigkeit  bezüglich  der  Illumina‐Daten  besteht  darin,  aus  über  einer  Million 
verschiedenen Sequenzen die vielversprechendsten Binder auszuwählen. Hierfür wurde die 
im Kapitel 3.5.3 besprochene Normierung anhand von Referenzbibliotheken durchgeführt, 





Phagendisplay‐Targets  betrachtet werden. Weit  verbreitet  ist  Phagendisplay  zur  Selektion 
spezifischer Binder für biologische Targets wie Proteine oder Antikörper (Kapitel 2.4.2). Das 




wenigen  stark  bindenden  Phagenklone  angereichert  werden.  Bei  einer  anschließenden 
Sanger‐Sequenzierung von lediglich 101‐102 Sequenzen können somit bereits stark bindende 
Peptidsequenzen  erhalten  werden  und  oftmals  sind  auch  bei  einer  geringen  Anzahl 
sequenzierter  Klone  bereits  gemeinsame  Bindungsmotive  erkennbar.[129]  Wenn 
Phagendisplay‐Screenings auf Materialoberflächen durchgeführt werden, wird die Selektion 
stark  bindender  Phagenklone  schwieriger.  Die  Anzahl  möglicher  Peptidbinder  nimmt 
tendenziell zu und die Affinität der bindenden Sequenzen  für das untersuchte Material  ist 
üblicherweise geringer als im Fall von Peptid‐Protein‐Wechselwirkungen. Im Materialbereich 
besitzen  Einkristalloberflächen  die  definierteste Oberfläche, wodurch  für  diese  bei  einem 
Phagendisplay‐Experiment  ähnliche  Resultate  wie  für  Protein‐Targets  erwartet  werden 
können.  Beispielsweise  zeigten  sich  bei  Phagendisplay‐Experimenten  mit  Silicium‐  und 
Galliumarsenid‐Einkristallen  bereits  nach  der  Sanger‐Sequenzierung weniger  Phagenklone 
selektiv  bindende  Peptidsequenzen  und  gemeinsame Bindungsmotive.[78] Bei Verwendung 
eher  heterogener  Materialoberflächen,  wie  die  im  Rahmen  dieser  Arbeit  untersuchten 
technischen PP‐Folien, sind eine Vielzahl verschiedener Binder möglich, dessen Affinität für 
die  Oberfläche  zum  Beispiel  auch  auf  Verunreinigungen  oder  Oberflächendefekte 
zurückgeführt werden kann. Im Fall der PP‐Folien sind die erwarteten Bindungsaffinitäten der 
selektierten  Peptide  deutlich  geringer  als  beispielsweise  bei  Peptid‐Protein‐
Wechselwirkungen.  Anstelle weniger  starker  Binder  sind  also  eine  Vielzahl  schwacher  bis 
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mittelstarker  Binder wahrscheinlich.  In  diesem  Fall wirken  sich  Amplifizierungstendenzen 
bestimmter  Phagenklone  deutlich  stärker  auf  die  erhaltenen  Sequenzen  aus.  Einzelne 
schwach  bindende  Klone  können  daher  nach  wenigen  Panning‐Runden  die  gesamte 
Phagenbibliothek  dominieren  und  die  Ergebnisse  somit  verzerren.  Hochdurchsatz‐
Sequenzierung  der  vollständigen  Phagenbibliothek  nach  der  ersten  Panning‐Runde  und 
anschließende Normierung der Datensätze, wie  in dieser Arbeit durchgeführt,  ist daher  für 
eher heterogene Materialoberflächen der Sanger‐Methode überlegen. 
 




erschwert  wird.  Hochdurchsatz‐DNA‐Sequenzierung  ist  in  diesem  Fall  der  Sanger‐Sequenzierung 
überlegen. 
 
3.6 Auswahl geeigneter Sequenzen 
Im  Folgenden  sollten  geeignete Peptidsequenzen der  Sanger‐ und  Illumina‐Datensätze  für 
eine  genaue  Untersuchung  der  Bindungseigenschaften  synthetisiert  werden.  Nach  der 
Sequenzierung  vollständiger  Phagenbibliotheken  mit  insgesamt  fast  zwei  Millionen 
verschiedenen  potentiell  PP‐bindenden  Peptidsequenzen  stellt  die  vergleichsweise 
aufwendige Synthese und Untersuchung der Peptide bisher den limitierenden Faktor dar.  Eine 
wohlüberlegte  Auswahl  der  Sequenzen  aus  den  enorm  großen  Datensätzen  ist  daher 
zwingend  notwendig.  Insgesamt wurden  zwölf  Peptide  ausgewählt,  darunter  jeweils  vier 
Sequenzen  aus  dem  Sanger‐Pool,  Illumina‐Pool  und  dem  normierten  Datensatz  (Kapitel 





Sanger‐  als  auch  Illumina‐Sequenzpool  die  dominierende  Sequenz  darstellt.  Die  Peptide 
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den  fünf  häufigsten  Sequenzen  zählen.  Die  Sequenzen  HNDNNTDQTWWW  und 
WCIRCSNLDASW weisen neben hohen Kopienzahlen vermehrt hydrophobe Aminosäuren, vor 
allem Tryptophan, auf. Wie  im Kapitel 3.5.3.1 diskutiert,  sind Trypthophan‐haltige Peptide 
bekannte  Polystyrolbinder  und  besitzen  aufgrund  von  hydrophoben  Wechselwirkungen 
möglicherweise  ebenfalls  eine  Affinität  für  PP. Neben  Tryptophan  enthalten  die  Illumina‐


























nach  der  ersten  Panning‐Runde  auf  unbehandeltem  PP  ausgewählt  (Tabelle  21,  PepN1‐N4). 
Durch die Normierung anhand der Referenzbibliotheken wurden neue Sequenzen sichtbar, 
welche  einen  reduzierten Amplifizierungsvorteil  aufweisen  sollten  und  daher mit  höherer 
Wahrscheinlichkeit starke Binder enthalten. Die Sequenz SCTLERCMYRNG besitzt die höchste 
normierte Häufigkeit, während die Peptide NFLGAVAKGAIH und HVSTTDLLGPRR außerdem 
Kopienzahlen  im  vierstelligen  Bereich  in  den  Targetbibliotheken  aufweisen.  Die  Sequenz 
LYARDVSRYWHV wurde  aufgrund der Präsenz dreier basischer Aminosäuren  sowie  zweier 
Tyrosinreste ausgewählt, welche im normierten Datensatz angereichert wurden und eventuell 
zur Bindung  beitragen.  Zusätzlich wurde  in  den  Phagenbibliotheken  PPunb  ein  allgemeiner 
Trend  zu  Peptidsequenzen  mit  großen  Volumen  beobachtet,  wobei  diese  Sequenz  ein 
besonders großes Volumen besitzt.  
Weiterhin  ist  anzumerken,  dass  jeweils  eine  Peptidsequenz  aus  jedem  Bereich  ein 
Cysteindipeptid enthält (PepS3, PepI4, PepN1). Das häufige Auftreten dieser Aminosäure in Form 










Toxizität  aufweist.  Aufgrund  dieser  Eigenschaften  werden  Materialoberflächen  für 




Abstand  der  Sauerstoffatome  in  der  Polymerstruktur  des  PEG,  der mit  dem  Abstand  der 
Wasserstoffatome  im Wassermolekül  kompatibel  ist.[133]  Im  Rahmen  der  in  dieser  Arbeit 











Abstandshalter  soll  die  strukturelle  Flexibilität  des  Konjugats  erhöhen  und  damit  die 















PP‐Oberfläche. Die beiden Peptidsequenzen  sind  sowohl  in den Sanger‐ als auch  Illumina‐
Datensätzen  dominierend  und  treten  ebenfalls  mit  hohen  Kopienzahlen  in  den 
Referenzbibliotheken  auf. Die unerwartet  starke Adsorption beider Konjugate  lässt darauf 
schließen, dass zusätzlich zu einem Amplifizierungsvorteil starke Bindungseigenschaften für 
die Sequenzen vorliegen. Eine ähnlich hohe Adsorption wird für PepI2‐PEG gemessen, dessen 
12‐mer  Peptidsequenz  ebenfalls  mit  großen  Kopienzahlen  in  den  Illumina‐Datensätzen 























Abbildung  35.  Fluoreszenzbasierter  Assay  zur  Untersuchung  der  Beschichtungseigenschaften 
ausgewählter  Peptide  auf  PP‐Folien.  Dargestellt  sind  die  Resultate  der  Adsorptions‐Elutions‐
Experimente  mit  verschiedenen  Peptid‐PEG‐Konjugaten  auf  unbehandelter  PP‐Folie  nach  einem 
Waschschritt  (blau) und  fünf Waschschritten  (grau).  (Bedingungen: 30 min  Inkubation PP‐Folie mit 
wässriger Stammlösung der Peptid‐PEG‐Konjugate  (100 μM, pH 7, TBS‐Puffer) gefolgt von 1 bzw. 5 
Waschschritten mit Wasser,  letzter Waschschritt  unter  Zusatz  von  0,0125  Vol.‐% wässrigem NH3, 
Fluoreszenzmessung  direkt  auf  der  PP‐Oberfläche  unter  Verwendung  eines  grünen  Lasers, 
Auflösungsfokus bei 50 μm und 60 μm, Eigenfluoreszenz der PP‐Folie abgezogen).  
 
Darüber  hinaus  zeigen  die  aus  der  Normierung  der  Illumina‐Daten  abgeleiteten 
Peptidsequenzen  (PepN1‐4‐PEG)  eine  hohe  Adsorption  auf  PP.  Dies  impliziert,  dass  der 
Normierungsansatz  zur  Eliminierung  falsch  positiver  Treffer  erfolgreich  war.  Eine  hohe 
normierte  Häufigkeit  geht  offensichtlich mit  einer  hohen  Adsorption  der  Peptide  einher 
(Tabelle 22). Für die Cystein‐haltigen Konjugate PepS3‐PEG, PepI4‐PEG und PepN1‐PEG werden 
Fluoreszenzintensitäten  im mittleren Bereich  gemessen.  Jedoch haften  im Gegensatz  zum 
Großteil  der  weiteren  Konjugate  nach  fünf  Waschschritten  noch  mindestens  50%  der 
adsorbierten Menge  an  der  Oberfläche.  Denkbar  ist,  dass  die  durch  eine  Disulfidbrücke 
verursachte  starrere  Struktur  der  Peptide  eine  stärkere  Bindung  der  bereits  adsorbierten 
Peptide bewirkt, jedoch nicht zu einer höheren initialen Adsorption führt. Weiterhin ist eine 







am  stärksten  adsorbierenden  Peptide werden  positive Nettoladungen  im  Bereich  von  +1 
sowie mittlere bis hohe aliphatische Indizes berechnet. Im Gegensatz dazu zeigen Peptide mit 
negativen Nettoladungen und niedrigen aliphatischen Indizes keine oder geringe Adsorption 
auf  PP.  Hierbei  wird  ersichtlich,  dass  hydrophobe  Wechselwirkungen  nicht  das 
Schlüsselelement der Bindung sein können, aber auch nicht vollständig vernachlässigbar sind. 
Weiterhin  legen  die  Daten  nahe,  dass  das  Volumen  der  aliphatischen  Seitenketten  eher 
entscheidend  ist  als  die  Hydrophobie  des  gesamten  Peptids.  Darüber  hinaus  scheinen 
insbesondere ionisierte Aminosäuren über elektrostatische Adsorption für die Bindung an PP 
von Bedeutung zu sein.  
Tabelle  22.  Ausgewählte  Eigenschaften  der  12‐mer  Peptide.  Sequenzen  sind  nach  gemessener 
Adsorption auf PPunb geordnet, beginnend mit dem am stärksten adsorbierenden Peptid. (Bedingungen 
für  die  Berechnung:  Fluoreszenzintensität  aus  Abbildung  35  bestimmt;  normierte Häufigkeit  nach 
Berechnung  in  Kapitel  3.5.2.3;  Wasserlöslichkeit  und  Nettoladung  über  Online‐Peptide‐Property‐



































TAKYLPMRPGPL(I2) 8294  6,5  schlecht  17%  42%  1,99  ‐0,36  73,3 
LYARDVSRYWHV(N4) 7960  71  schlecht  33%  42%  1,09  ‐0,50  89,2 
NFLGAVAKGAIH(N2) 7931  92  schlecht  17%  75%  1,09  0,78  114,2 
DYHDPSLPTLRK(S1) 7933  7,3  gut  42%  17%  0,09  ‐1,42  65,0 
GNNPLHVHHDKR(S2) 7678  2,4  gut  50%  25%  1,27  ‐1,88  56,7 
HVSTTDLLGPRR(N3) 7212  77  gut  33%  33%  1,09  ‐0,68  89,2 
SCTLERCMYRNG(N1) 5731  140  gut  25%  42%  0,87  ‐0,71  32,5 
WCIRCSNLDASW(I4) 5383  0,9  schlecht  17%  58%  ‐0,13  0,02  73,3 
VCSPCGPVPPAK(S3) 3009  2,0  schlecht  8%  50%  0,88  0,31  56,7 
RFFDSEFDVAFH(S4) 2397  3,5  schlecht  42%  50%  ‐1,91  ‐0,15  32,5 
HNDNNTDQTWWW(I3) 637  0,8  schlecht  25%  25%  ‐1,91  ‐2,36  0 
QVNGLGERSQQM(I1) 149  1,8  gut  17%  42%  0,00  ‐1,14  56,7 
 
Des Weiteren wurde der Einfluss des pH‐Werts auf die Adsorption einiger Peptid‐Polymer‐
Konjugate  auf  PP  untersucht  (Abbildung  36).  Dafür  wurde  die  PP‐Folie  jeweils  in  einem 













auf  pH 5  zumindest  keine  Abnahme  der  Adsorption  zu  erwarten.  Dass  dennoch  eine 
verringerte  Adsorption  auftritt,  ist  durch  die  ebenfalls  stattfindende  Erhöhung  der 
Oberflächenladung der PP‐Folie zu erklären.  In der Literatur sind Zeta‐Potentialmessungen 
technischer  Polyolefin‐Materialien  beschrieben,  welche  diesen  Effekt  bestätigen.[137] 
Insbesondere  im Bereich  von pH 6 bis pH 3  führt eine Absenkung des pH‐Werts  zu einer 
deutlichen  Erhöhung  des  Zeta‐Potentials  auf  einer  PP‐Oberfläche.[137b]  Negative 
Ladungsträger  auf  der  PP‐Oberfläche,  wahrscheinlich  vor  allem  Carboxylate,  werden 
protoniert  und  die  Bindung  der  Peptide wird  aufgrund  der  verringerten  elektrostatischen 

















Abbildung  36.  Fluoreszenzbasierter  Assay  zur  Untersuchung  der  Beschichtungseigenschaften 
ausgewählter  Peptide  auf  PP‐Folien  bei  Variation  des  pH‐Werts.  Dargestellt  ist  die 








Um Einblicke  in die Mechanismen  zu erhalten, welche  zu einer höheren oder niedrigeren 
Adsorption auf PP führen, wurde ein Serin‐Scan anhand der Sequenz LYARDVSRYWHV (N4) 
durchgeführt. Diese Sequenz wurde aufgrund der hohen gemessenen Adsorption auf PP bei 
neutralen  und  basischen  pH‐Werten  und  der  guten  Beschichtungsstabilität  ausgewählt.  
Zusätzlich erlaubt die Präsenz mehrerer basischer sowie hydrophober Reste  in der Sequenz 
die  Untersuchung  des  Einflusses  der  verschiedenen  Aminosäureklassen  auf  die  Bindung. 
Durch eine quantitative Messung konnte  ferner die Oberflächenbedeckung des Konjugates 




Für den  Serin‐Scan wurden  zwölf  FAM‐Peptid‐Konjugate  synthetisiert, wobei  Serin  jeweils 




Arginin  ist demnach  für die Adsorption von größerer Bedeutung als Histidin.  Im Gegensatz 
dazu wird die Adsorption auf PP gar verstärkt, wenn Asparaginsäure durch Serin ausgetauscht 
wird. Offensichtlich wirkt sich die saure Aminosäure negativ auf die Adsorption aus. Hierzu ist 
anzumerken,  dass  in  den NGS‐Daten  eine  allgemeine Unterdrückung  saurer Aminosäuren 
beobachtet wurde, während basische Aminosäuren angereichert wurden (Abbildung 27; 29).  
Im  Rahmen  von  Kontrollexperimenten  wurden  zwei  Konjugate  synthetisiert,  in  welchen 
jeweils ein Arginin durch die ähnlich basische Aminosäure Lysin (PepN4R4K‐PEG, PepN4R8K‐PEG) 
ausgetauscht wird (Abbildung 37). In beiden Positionen führte dies zu einer fast vollständigen 
Unterdrückung  der  Adsorption,  womit  die  Bedeutung  Arginins  bestätigt  wird.  Diese 
Ergebnisse  zeigen,  dass  nicht  die  basischen  Funktionen  allgemein,  sondern  vor  allem  die 
Guanidinogruppe  Arginins  einen  entscheidenden  Beitrag  zur  Bindung  leistet. 
Interessanterweise stimmt dies mit den von Schwaneberg veröffentlichten Ergebnissen zur 
Bindung  von  antimikrobiellen  Peptiden  auf  PP  überein  (Kapitel  2.4.1).[71b]  Schwaneberg 
identifizierte Schlüsselpositionen für die PP‐Bindung über gerichtete Evolution. Die Einführung 
von  Argininresten  an  zwei  dieser  Schlüsselpositionen  führte  zu  einer  etwa  fünffachen 
Verstärkung der PP‐Bindung.  







Positionen  2  und  9  vorkommt,  führte  der  Serin‐Scan  nicht  zu  eindeutigen  Resultaten. 
Einerseits  verstärkt  der  Tyrosinaustausch  in  Position  2  die  Adsorption,  während  diese 
andererseits durch den Austausch in Position 9 abgeschwächt wird. Um den Einfluss Tyrosins 






































aber  nicht  vollständigen  Reduktion  der  Adsorption.  Die  Interaktion  der  Argininreste wird 
durch die größere oder geringere Distanz erschwert, ist aber noch möglich, während dies bei 
Verlust einer Argininfunktion nicht der Fall ist.  
Anhand  der  fluoreszenzbasierten  Experimente  sowie  der  Ergebnisse  der  XPS‐Messungen 




entscheidenden  Beitrag  der  Aminosäure  Arginin,  bei  dessen  Austausch  durch  Serin  keine 
Adsorption  des  Peptids  mehr  stattfindet.  Die  Daten  legen  nahe,  dass  insbesondere 
elektrostatische  Wechselwirkungen  zwischen  der  positiv  geladenen  Guanidinogruppe 
Arginins  und  negativ  geladenen  Carboxylgruppen  oder  anderen  Ladungsträgern  auf  der 
Oberfläche,  sowie  Wasserstoffbrücken  zwischen  diesen  Gruppen  zur  Bindung  beitragen. 









Diese  spielen  im  Vergleich  zu  ionischen  Wechselwirkungen  eine  untergeordnete  Rolle. 
Größenordnungen der Bindungsstärke von Salzbrücken in Proteinen liegen meist im Bereich 
von ca. 8,4 kJ/mol, können aber auch 42 kJ/mol oder mehr betragen.[139] Dagegen  liegt der 
Energiegewinn  durch  die  Wechselwirkung  einer  Methylgruppe  mit  einer  hydrophoben 
Proteintasche bei nur etwa 3 kJ/mol.[140] Die Gesamtheit der hydrophoben Wechselwirkungen 
scheint  jedoch  durchaus  entscheidend  zur  Bindung  beizutragen.  Der  Serin‐Scan  und  die 









Der  Einfluss  basischer  Aminosäuren,  insbesondere  Arginin,  auf  die  Bindung  der 
Peptidsequenzen  war  zunächst  unerwartet.  Hierbei  wird  der  entscheidende  Vorteil  des 
Phagendisplays  im Vergleich  zu  rationalen Ansätzen deutlich. Die Adhäsion der Peptide  ist 
stärker  abhängig  von  lokalen  Gegebenheiten  der  Oberfläche,  beispielsweise  der  Präsenz 





3.8 Charakterisierung der Adhäsion 
Neben  fluoreszenzbasierten Messungen erfolgten Adhäsionsstudien der 12‐mer‐Peptide  in 
Kooperation mit Dr. Maximilian Seuss aus der Arbeitsgruppe von Prof. Dr. Fery am Leibnitz 
Institut  für  Polymerforschung  in  Dresden.  Die  Methode  basiert  auf  der  Kolloid‐Sonden‐
















C‐terminal  durch  einen  Cysteinrest  sowie  einen  Triglycin‐Abstandshalter  erweitert wurde. 




ermöglicht  die Modifizierung  der  Kolloidsonden mit  den  Peptiden  über  eine  Thiol‐Gold‐
Bindung. Eine solche Bindung gehört mit Bindungsenergien von 50 kJ/mol bis 150 KJ/mol[142] 
zu den  stärksten nicht‐kovalenten Bindungen und wird  zum Beispiel häufig verwendet um 
thiolmodifizierte  Alkylketten  als  sogenannte  selbstassemblierende  Monolagen  an 
Goldoberflächen zu binden.[143]  
   







gewaschen,  um  überschüssige  Mengen  des  adsorbierten  Peptids  zu  entfernen.  Das 
Messprinzip ist in Abbildung 39 dargestellt. Die Adhäsionskräfte wurden für die unbehandelte 
Seite der gleichen PP‐Folie bestimmt, welche für das Phagendisplay verwendet wurde (Protec‐






Alle  Messungen  wurden  nach  dem  gleichen  Prinzip  durchgeführt.  Zunächst  wurde  die 
Kontaktzeit  zwischen  0  und  60  Sekunden  bei  konstanter  Anpresskraft  variiert  (2 nN).  Im 
nächsten Schritt erfolgte die Variation der Anpresskraft von 5 nN bis 50 nN bei konstanter 





Abbildung  39.  Schematischer  Aufbau  der  Kolloidsonden‐Rasterkraftmikroskopie  zur Messung  von 
Adhäsionskräften der Peptide auf PP. Verwendet mit Genehmigung von Prof. Dr. Andreas Fery.[144] 
 
Die  Rohmessdaten  werden  als  Spannung  der  Photodiode  gegen  die  Cantilever‐Position 
erhalten  und  werden  anschließend  in  Kraft‐Abstands‐Kurven  umgewandelt  (Abbildung 
40).[145] Hierfür wird die Spannung über die Empfindlichkeit des Cantilevers (Inverse Optical 
Lever Sensitivity InvOLS), welche der Steigung der Kurve entspricht, in eine Bewegung in Meter 
umgerechnet  und  über  das  Hooke‘sche  Gesetz mit  der  Federkonstanten  des  Cantilevers 




dargestellten  Beispiel  entspricht  die  Adhäsionskraft  demnach  ca.  10 nN  (Abbildung  40). 
Weiterhin  kann  die  Adhäsionskraft  zur  besseren  Vergleichbarkeit  in  die  flächenbezogene 
Adhäsionsarbeit  umgerechnet  werden.  Hierzu  wurde  das  JKR‐Modell  (Johnson,  Kendall, 
Roberts)  verwendet, welches  einen  simplen  Zusammenhang  zwischen Adhäsionskraft  und 
Adhäsionsarbeit herstellt (Gleichung 2). 




der Anpresskraft  und  der  Kontaktzeit  auf  drei  verschiedenen  Stellen der  PP‐Folie  für  drei 
Peptidsequenzen dargestellt. Jeder Datenpunkt entspricht dabei der Adhäsionskraft, welche 
unter den gewählten Bedingungen aus der Kraft‐Abstands‐Kurve bestimmbar ist. Für PepN4‐C 
wurden mit  3  ‐  30 nN  die  höchsten  Adhäsionskräfte  auf  PP  gemessen.  Dabei  steigt  die 
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Adhäsion mit  steigender Kontaktzeit  für die  verschiedenen Anpresskräfte. Eine Ausnahme 
bilden  Kontaktzeiten  zwischen  0  und  5  Sekunden,  bei  welchen  leicht  abnehmende 
Adhäsionskräfte ermittelt werden.  Möglicherweise ist in diesem Zeitrahmen der Kontakt noch 
ungleichmäßig ausgeprägt oder die kontaktfreie Zeit ist zu gering für die Reorientierung der 




Anstieg  der  Adhäsionskraft  um  das  Zwei‐  bis  Dreifache  je  nach  gewählten  Bedingungen 
erkennbar. Die Adhäsionsarbeit für PepN4‐C liegt nach dem JKR‐Modell im Bereich von 0,05 – 
0,8 mJ m‐2.  Für  die  gescrambelten  Peptide  PepN4s‐C  und  PepN4s1‐C  werden  niedrigere 
Adhäsionskräfte  im  Bereich  von  2  –  7 nN  gemessen  und  die  daraus  resultierende 
Adhäsionsarbeit  beträgt  0,02  –  0,35 mJ m‐2.  Im  Vergleich  zu  den  Referenzmessungen mit 




Abbildung  40.  Mikroskopische  Adhäsionsmessungen  der  Bindungsdomäne  PepN4‐C  auf  PP‐Folien. 
Exemplarische Darstellung  der  Rohdaten  aus  Kolloidsonden‐Rasterkraftmikroskopie  (links)  und  die 
Umwandlung in eine Kraft‐Abstands‐Kurve (rechts). Die Adhäsionskraft beträgt   ̴10 nN. (Bedingungen: 
Kolloidale  Sonden  (goldbeschichtet, ⌀  16  μm)  am Cantilever über  Tauchbeschichtung mit Cystein‐
Peptid  funktionalisiert  (1 mM, 100 s). Die AFM‐Messung erfolgte  in einer Flüssigkeitszelle mit TBS‐
Puffer (pH 7,5) bei einer Kontaktzeit von 20 s und einer Anpresskraft von 10 nN. Die Rohdaten wurden 




keine  identischen Bedingungen  gewählt werden.  In einer  Studie  von Minelli wurden  SiO2‐




wurden  ebenfalls  mit  einem  Triglycin‐Abstandshalter  und  Cystein  erweitert.  Als  Sonden 
wurden  Goldpartikel  mit  geringeren  Durchmessern  (1,5  –  3 μm)  verwendet,  wobei  die 
Funktionalisierung  unter  identischen  Bedingungen  durchgeführt  wurde.  Hierbei  ist 
anzumerken,  dass  die  Kontaktfläche  für  die  Berechnung  der  Adhäsionsarbeit  nicht 
entscheidend  ist,  da  bei  einem  höheren  Radius  der  verwendeten  Sonden  auch  höhere 
Adhäsionskräfte gemessen werden und das Verhältnis von Kraft zu Arbeit somit gleichbleibt. 
Die von Minelli gemessene Adhäsionskraft der Peptide auf SiO2 von ca. 160 pN ergibt nach 














(goldbeschichtet,  ⌀ 16 μm)  am  Cantilever  über  Tauchbeschichtung  mit  Cystein‐Peptiden 
funktionalisiert  (1 mM,  100 s).  Die  AFM‐Messungen  erfolgten  in  Flüssigkeitszellen mit  TBS‐Puffer 
(pH 7,5).  Die  Rohdaten  wurden  unter  Berücksichtigung  der  Federkonstante,  der  Empfindlichkeit 
(Inverse  Optical  Lever  Sensitivity,  InvOLS)  und  der  Cantilever‐Auslenkung  in  quantitative  Kraft‐




3.9 Eignung der Peptide als Haftvermittler  
Abschließend  soll eine mögliche Anwendung der PP‐bindenden Peptide als wasserbasierte 
Haftvermittler untersucht werden. Wie  in Kapitel 2.4 beschrieben, sind umweltfreundliche, 
wasserbasierte  Systeme  für  Polyolefinoberflächen  bisher  kaum  realisiert  und  daher  sehr 
gefragt. Haftvermittler wirken an der Grenzfläche zwischen Polyolefinen und Klebstoff und 
bilden  zu  beiden Materialien  eine  starke  Bindung  aus.  Für  die  Evaluation  eignet  sich  der 
Zugversuch,  ein  genormtes  Prüfverfahren,  bei  welchem  die  Proben  mit  definierter 
Querschnittsfläche  bis  zum  Bruch  gedehnt  werden.  Dabei  muss  die  Kraftübertragung 









FZ	 	m	⋅	ω2	⋅	r	          Gleichung (3) 
 




Innerhalb  einiger  Sekunden  beschleunigt  die  Zentrifuge  nach  einem  festgelegten 








während  der  Beschleunigung  in  der  Zentrifuge.  Der  Messaufbau  ist  in  Abbildung  42 
dargestellt.  Zunächst  wird  die  PP‐Folie  auf  einer  festen  Trägerplatte  befestigt  (1).  Dies 




Trägerplatte  und  der  Folie  kann  keine  Aussage  über  den  Einfluss  des  Peptids  auf  die 
Haftfestigkeit getroffen werden. Um dies zu verhindern wurde an dieser Stelle ein Klebstoff 
mit höherer Haftfestigkeit auf PP verwendet  (LOCTITE® 460). Zusätzlich wurde die Corona‐
behandelte  Folienseite  mit  einem  Primer  vorbehandelt.  Anschließend  konnte  die 
unbehandelte  Folienseite mit  einer  Peptid‐Stammlösung  inkubiert  und  anschließend  zum 













durch  Zugversuche.  Messungen  wurden  in  einer  LUMIFrac®‐Zentrifuge  durchgeführt  (links); 









unter  direkter  Verwendung  der  Peptide  als  Klebstoff  durchgeführt  wurde.  Die  kurzen 
Peptidfragmente weisen hierfür nicht die nötige Kohäsionskraft auf. Erst die Kombination aus 
Adhäsions‐ und Kohäsionskräften bildet die Voraussetzung für einen guten Klebstoff. Für die 








Cyanoacrylats  dar  und  beschleunigen  somit  die  Aushärtung.  Parallel  wurden 
Kontrollexperimente ohne Peptidbeschichtung durchgeführt, wobei der Stempel direkt mit 
dem Loctite Klebstoff 496 auf die PP‐Folie geklebt wurde.  
Bezüglich  der  optimalen  Peptidbeschichtung  wurden  zunächst  verschiedene 
Peptidkonzentrationen sowie verschiedene Lösungsmittel untersucht. In einem Ansatz sollte 
eine niedrig konzentrierte Lösung des Peptids  in Ethanol (1‐10 µg/4 cm2) nach Verdunstung 
des  Lösungsmittels  eine  dünne  Schicht  auf  der  PP‐Folie  erzeugen.  Die  auf  diese  Weise 
vorbehandelten  Proben  wiesen  jedoch  keine  erhöhte  Haftfestigkeit  auf.  Auch  erhöhte 
Temperaturen bis maximal 80 °C während der Inkubation zeigen keinen Effekt. Bei Inkubation 
mit wässrigen Lösungen wurden höhere Konzentrationen (0,1‐1 mg/mL) angewendet und die 




hier  diskutierten  Daten  zu  beobachten.  Bruchereignisse  sind  typischerweise  nicht  gut 
reproduzierbar.  Aus  diesem  Grund  wurde  die  Signifikanz  der  Messwerte  mithilfe  einer 
statistischen  Methode  (t‐Test)  berechnet,  wobei  ausschließlich  Messwerte  mit  einem 
Signifikanzlevel von über 90% betrachtet werden. Wird die Inkubation der PP‐Folie mit dem 
Peptid  bei  pH 9  bzw.  pH 11  durchgeführt, werden  signifikant  höhere  Haftfestigkeiten  im 
Vergleich  zur  Applikation  des  Klebstoffs  ohne  Vorbehandlung  erreicht.  Für  die 
Peptidbeschichtung bei neutralem oder  saurem pH‐Wert  ist dagegen  keine Änderung der 



























der  Bruchstelle  am  Prüfstempel  zeigt  adhäsives  Versagen  an  PP‐Seite  bei  allen  Proben.  Die 
Klebstoffoberfläche  zeigt  keine  Strukturdefekte,  sondern  verbleibt  vollständig  am  Prüfstempel. 





Weiterhin  wurde  der  Einfluss  der  Sequenz  und  der  zusätzlich  eingeführten  Lysinreste 
untersucht, wobei die Inkubation bei pH 9 in Tris‐Puffer erfolgte (Abbildung 43B). Das Peptid 







und  die  PP‐Oberfläche  vermutlich  gleichmäßiger  bedeckt  ist.  (2)  Die  Aminfunktionen 








keinen  haftvermittelnden  Effekt  auf  PP  (Abbildung  43B).  Dies  unterstreicht  erneut  die 
Bedeutung  der  Sequenz  für  die  Bindung  des  Peptids  auf  PP.  Ein  Kontrollexperiment,  in 
welchem  die  PP‐Folie  lediglich  mit  Tris‐Puffer  inkubiert  wurde,  zeigt  ebenfalls  keinen 
haftvermittelnden Effekt. Somit kann ausgeschlossen werden, dass die erhöhte Haftfestigkeit 
der  Peptide  auf  der  Aminbase  Tris  beruht.  Auf  der  lichtmikroskopischen  Aufnahme  des 




Als  Referenz  dient  der  industrielle  Primer  (LOCTITE®  SF  770),  welcher  speziell  zur 
Vorbehandlung von Polyolefinen oder anderen Materialien mit niedriger Oberflächenenergie 
eingesetzt wird. Der Loctite Primer verbessert die Haftung von Sofortklebstoffen und wird für 
die  Kombination  mit  dem  verwendeten  Cyanoacrylat  empfohlen.  Die  Basis  bildet  das 
organische  Lösungsmittel  n‐Heptan,  welches  zunächst  die  Quellung  von  PP  bewirkt.  Der 
haftvermittelnde Effekt beruht dann auf verzweigten Aminen mit langen aliphatischen Ketten, 
welche  in  das  PP  diffundieren  und  zusätzlich  die  Polymerisation  des  Klebstoffs  initiieren 




des  Peptids  auf  die  Verbundfestigkeit  einer  PP‐Oberfläche  mit  Cyanoacrylat‐basiertem 
Sofortkleber. Ein entscheidender Vorteil bei der Verwendung eines Peptids besteht darin, die 
Vorbehandlung  in  einem  vollständig wasserbasierten  System  durchführen  zu  können. Der 
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Einsatz  toxischer  organischer  Lösungsmittel,  welche  essentiell  für  die  Wirkung  des 
kommerziellen  Primers  sind,  kann  hierdurch  vermieden  werden.  Zusätzlich  wurde  durch 





















Polyolefine,  insbesondere  Polyethylen  und  Polypropylen  stellen  heutzutage  die 
bedeutendsten  Kunststoffe  dar.  Neben  vielen  positiven  Eigenschaften  wie  der  hohen 
chemischen Beständigkeit  sowie einer  schnellen und einfachen Herstellung,  stellt aber die 
Adhäsion  auf  Polyolefinen  eine  große  Herausforderung  dar.  Aufgrund  der  niedrigen 
Oberflächenenergie  stoßen herkömmliche Klebstoffe bei Polyolefinen oft an  ihre Grenzen. 
Gleichzeitig  nimmt  aber  die  industrielle  Bedeutung  des  Klebens  immer  weiter  zu.  Eine 
erfolgreiche Haftung auf Polyolefinen setzt typischerweise aufwendige und kostenintensive 
chemische  oder  physikalische  Vorbehandlungen  der  Oberfläche  voraus.  Die  Entwicklung 
wasserbasierter Haftsysteme für schwer klebbare Polyolefine ist daher gefordert.  
Ein biokombinatorischer Ansatz stellt eine Möglichkeit zur Generierung Polyolefin‐bindender 
wasserlöslicher  Peptide  dar,  welche  auf  lokaler  Ebene  im  Nanometerbereich 
sequenzspezifische  Wechselwirkungen  mit  der  Oberfläche  eingehen  können.  Die 
biokombinatorische Methode des Phagendisplays besitzt gegenüber  rationellen Methoden 
einige  Vorteile.  Vor  allem  wird  die  Vielfalt  der  potentiellen  Wechselwirkungen  mit  der 
Oberfläche  ausgeschöpft,  sodass  neuartige  Peptide  mit  bisher  nicht  berücksichtigten 
Interaktionen  entdeckt  werden  können.  Phagendisplay  wurde  an  verschiedenen 
Polypropylenfolien durchgeführt, wobei insbesondere der Vergleich einer unbehandelten und 
einer  Corona‐vorbehandelten  Polypropylenoberfläche  im  Fokus  stand.  Die  DNA‐
Sequenzierung  der  auf  Polypropylen  selektierten  Phagenklone  erfolgte  über  die  Illumina‐
Technologie, bei welcher vollständige Phagenbibliotheken sequenziert werden können und 
Millionen  potentiell  bindende  Sequenzen  liefern. Die  vorliegende Arbeit  beschreibt  damit 
erstmals  die  Kombination  aus  Phagendisplay  und  einer  Hochdurchsatz‐DNA‐
Sequenziermethode  im materialwissenschaftlichen  Bereich.  Im  Vergleich  zur  Sanger‐DNA‐
Sequenzierung, womit  lediglich  einzelne  Phagenklone  sequenziert werden,  ermöglicht  die 
Illumina‐Methode durch die enorme Datenmenge eine ausführliche statistische Auswertung 
der auftretenden Aminosäuren und Sequenzeigenschaften. Der Phagendisplayzyklus musste 
bei  Kombination  mit  Sanger‐DNA‐Sequenzierungen  mehrmals  wiederholt  werden  um 
Phagenklone mit einer hohen Affinität für PP anzureichern. Im Gegensatz dazu erwies sich ein 
einziger  Zyklus  als  ausreichend  für  das  Auffinden  PP‐bindender  Peptide,  sofern  eine 
Hochdurchsatzsequenzierung  der  vollständigen  Phagenbibliothek  durchgeführt wurde. Die 









erlaubte  darüber  hinaus  die  effektive  Eliminierung  von  Sequenzen,  deren  Auftreten 
vorwiegend auf eine effizientere Amplifizierung des entsprechenden Phagenklons  in E. coli 
zurückzuführen  ist.  Dies  stellt  einen  entscheidenden  Vorteil  der  Illumina‐Sequenzierung 
gegenüber der Sanger‐Methode dar. Unter den erhaltenen Peptidsequenzen wurde  für die 
Illumina‐Daten  aller  untersuchten  Polypropylenoberflächen  eine  Anreicherung  basischer 
Aminosäuren bei gleichzeitiger Unterdrückung saurer Aminosäuren beobachtet. Dieser Effekt 







sowohl  aus  dem  Sanger‐  als  auch  Illumina‐Sequenzpool,  als  Polyethylenglykol‐Konjugate 
dargestellt  und  bzgl.  der  Adsorption  auf  unbehandeltem  Polypropylen  über  eine 
fluoreszenzbasierte  Analysemethode  untersucht. Mit  beiden  Sequenziermethoden war  es 
möglich, Peptide mit einer hohen Affinität für Polypropylen zu generieren. Als gemeinsame 
Eigenschaften  weisen  diese  Peptide  positive  Nettoladungen  und  voluminöse  aliphatische 
Seitengruppen  auf. Die  Peptide DYHDPSLPTLRK  und GNNPLHVHHDKR, welche  über  beide 
Sequenziermethoden erhalten wurden, zeigten eine hohe Affinität für Polypropylen und eine 
gute  Beschichtungsstabilität  gegenüber  intensiven  Waschschritten.  Für  die  untersuchten 
Peptidsequenzen  des  normierten  Datensatzes,  welche  ausschließlich  durch  Illumina‐





Der  separate  Austausch  der  Aminosäuren  in  der  12‐mer‐Peptidsequenz  LYARDVSRYWHV 
durch  Serin,  zeigte  die  besondere  Bedeutung  der  basischen  Aminosäure  Arginin  für  die 
Adsorption  der  Peptidsequenz  auf  Polypropylen.  Die  hohe  Affinität  Arginin‐haltiger 
Sequenzen  gegenüber Polypropylen  ist  nicht  allein  durch  die Basizität  zu  erklären,  da  ein 
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Austausch mit  Lysin  zum Verlust der Bindungskraft  führt. Weiterhin wurde  für das Peptid 
LYARDVSRYWHV in einem fluoreszenzbasierten Assay unter Annahme einer Monoschicht und 
eines statistischen Knäuels eine Bedeckung der PP‐Oberfläche von 85% berechnet.  
Über  XPS‐Messungen  auf  den  verschiedenen  Polypropylenoberflächen  wurde  neben 
Kohlenstoff ein geringer Anteil Sauerstoff nachgewiesen. Winkelabhängige XPS‐Messungen 
wiesen  zudem  auf  die  Präsenz  von  C‐O‐  und  C=O‐Spezies  sowie  von  sp2‐hybridisiertem 
Kohlenstoff in den obersten Schichten der Polypropylenoberfläche hin. Die Ergebnisse legen 
einen  Bindungsmechanismus  über  Salzbrücken  zwischen  der  positiv  geladenen 
Guanidinogruppe  des  Arginins  und  der  Oberfläche  nahe.  Darüber  hinaus  trägt  auch  die 
Gesamtheit  der  hydrophoben  Wechselwirkungen  zur  Bindung  bei,  wohingegen  die 
Substitution einzelner hydrophober Aminosäuren keinen Verlust der Bindungskraft bewirkt. 
Phagendisplay bietet hierbei den Vorteil der Erkennung der realen Oberfläche des Substrats, 
welche  lokal  auf  wenigen  Nanometern  stattfindet  und  alle  Facetten,  einschließlich 
Verunreinigungen und Oberflächendefekte berücksichtigt. 




Polypropylen‐bindenden  Peptidsequenz  als  wasserbasierter  Haftvermittler  erfolgte  in 




Peptids  ist  die  Beschichtung  ausgehend  von  einem  vollständig  wasserbasierten  System, 
während  technische  Primer  in  toxischen  organischen  Lösungsmitteln wie  Heptan  auf  die 
Oberfläche aufgetragen werden. Sowohl die Bindungskräfte als auch der haftverbessernde 









Durch  die  in  dieser  Arbeit  vorgestellte  Kombination  aus  Phagendisplay  und  Illumina‐
Sequenzierung werden Tausende potentiell bindende Peptidsequenzen  für die untersuchte 
Materialoberfläche generiert. Dies verschiebt den  limitierenden Faktor der Phagendisplay‐
Methode  von  der  Sequenzierung  zur  Synthese  und  Bindungsvalidierung  der  erhaltenen 
Peptide.  Im  nächsten  Schritt  sollte  die Methode  daher weiterentwickelt werden,  um  die 
separate Synthese und Untersuchung einzelner Peptide zu vermeiden. Eine Möglichkeit dies 
zu  realisieren,  ist  die  parallele  Synthese  der  identifizierten  Phagenpeptide,  beispielsweise 
durch die SPOT‐Technologie.[148] Dabei können hunderte Peptide auf einem Trägermaterial 
auf  wenigen  Quadratzentimetern  aufgebracht  werden.  Anschließend  kann  die 
Adhäsionskraftmessung  der  Peptide  direkt  auf  dem  Trägermaterial  mithilfe  einer 
Kolloidsonden‐basierten mikroskopischen Methode erfolgen.  
Die  auf  diese Weise  weiterentwickelte Methode  lässt  sich  darüber  hinaus  auf  beliebige 
Materialoberflächen  ausweiten. Hierbei müsste  lediglich  eine  Anpassung  des  Biopanning‐
Protokolls an die jeweiligen Substrateigenschaften erfolgen, wohingegen die Sequenzierung 
und Datenauswertung der selektierten Phagenbibliotheken auf identischem Wege stattfinden 
kann.  Interessante  Materialien  sind  beispielsweise  weitere  Polyolefine,  insbesondere 
Polyethylen, und Fluoropolymere. Diese Kunststoffe mit vielseitigen Anwendungen weisen, 
wie  Polypropylen,  niedrige  Oberflächenenergien  auf  und  stellen  daher  problematische 
Substrate für herkömmliche Klebstoffe dar. Darüber hinaus  ist der beschriebene Ansatz auf 
Metalle,  Halbleitermaterialien  oder  Nanopartikel,  aber  auch  biologische  Oberflächen wie 
Zellgewebe, anwendbar. Für viele Vertreter dieser Materialien sind bereits Peptidbinder durch 
Phagendisplay  oder  ähnliche  Methoden  bekannt,  jedoch  würde  die  Hochdurchsatz‐
Sequenzierung eine deutlich bessere Analyse der Phagenbibliotheken erlauben und bietet 
daher das Potential bisher unbekannte,  stärkere oder  selektivere Binder  zu  identifizieren. 
Gleichzeitig ist es sinnvoll den Einfluss der Amplifizierungseffekte weiter zu minimieren. Der 
in dieser Arbeit vorgestellte Normierungsansatz korrigiert diesen zwar weitestgehend in den 
Sequenzdaten,  jedoch  ist  dazu  jeweils  eine  zusätzliche  Illumina‐Sequenzierungen  der 
Referenzbibliothek nötig. Zukünftige Phagendisplayexperimente  sollten daher  zum Beispiel 
mithilfe der Emulsions‐Amplifizierung durchgeführt werden, welche die Konkurrenz zwischen 







6. Experimenteller Teil  
6.1 Materialien  
6.1.1 Phagendisplay  
Die M13 Phagenbibliothek (Lot 14) sowie der E. coli Wirtsstamm (F’ proA+B+laclqΔ(lacZ)M15 
zzf:  Tn10(TetR)/fhuA2  glnVΔ(lac‐proAB)  thi‐1  Δ(hsdS‐mcrB)5)  wurden  von  New  England 
BioLabs  GmbH  (Frankfurt  am  Main,  Deutschland)  bezogen.  Der  DNA‐Primer  ‐96gIII  (5’ 
























Arg  CGK, AGG  9,4%  5,4%  5,2%  5,4% 
Leu  CTK, TTG  9,4%  8,5%  7,8%  7,6% 
Ser  TCK, AGT  9,4%  11,0%  11,4%  11,5% 
Ala  GCK  6,2%  6,6%  7,2%  7,3% 
Gly  GGK  6,2%  5,8%  6,4%  6,4% 
Pro  CCK  6,2%  7,2%  7,9%  8,1% 
Thr  ACK  6,2%  7,6%  7,6%  7,7% 
Gln  CAG, TAG  6,2%  4,0%  3,9%  4,3% 
Val  GTK  6,2%  6,2%  6,0%  6,0% 
Asn  AAT  3,1%  5,0%  4,9%  5,0% 
Asp  GAT  3,1%  4,9%  4,9%  4,8% 
Cys  TGT  3,1%  1,4%  0,9%  0,6% 
Glu  GAG  3,1%  3,1%  3,0%  2,8% 
His  CAT  3,1%  4,3%  4,5%  4,6% 
Ile  ATT  3,1%  3,6%  3,4%  3,3% 
Lys  AAG  3,1%  2,5%  2,3%  2,4% 
Met  ATG  3,1%  3,1%  3,2%  3,1% 
Phe  TTT  3,1%  3,3%  3,3%  3,2% 
Trp  TGG  3,1%  2,2%  2,3%  2,4% 
Tyr  TAT  3,1%  4,0%  3,9%  3,8% 







Agarose (≥ 99%)            Servan (Heidelberg) 
5‐Brom‐4‐chlor‐3‐indolyl‐β‐D‐galactopyranosid (Xgal, ≥ 99%)   Sigma‐Aldrich (Seelze) 
Cyclohexan (≥ 99,9%)            VWR Chemicals (Dresden) 
N,N‐Dimethylformamid (DMF) (≥ 99,99%)      Biosolve (Dieuze, Frankreich)  
Ethanol  (≥ 99,9%)            VWR Chemicals (Dresden)  
Glycin (≥ 99%)               Acros (Geel, Belgien)  
Hefeextrakt               Fisher BioReagents (Schwerte) 
Isopropanol (≥ 99,9%)            VWR Chemicals (Dresden) 
Isopropyl‐β‐D‐thiogalactosid (IPTG, ≥ 99%)       Roth (Karlsruhe) 
Magnesiumchlorid‐hexahydrat (MgCl2∙H2O, ≥ 99%)     Roth (Karlsruhe) 
3‐(N‐Morpholino)‐propansulfonsäure (MOPS) (≥ 99%)    Acros (Geel, Belgien)  
Natriumazid (≥ 99%)             Sigma‐Aldrich (Seelze)  
Natriumchlorid (ultrarein)           J.T. Baker (Deventer, Niederlande)  




Tetracyclin (≥ 98%)            Sigma‐Aldrich (Seelze) 
Tris(hydroxymethyl)‐aminomethan (TRIS) (≥ 99,8%)    Fisher BioReagents (Schwerte) 
Trypsin‐Lösung (0,25% w/v in BPS w/ Ca2+)       Biochrom AG (Berlin) 
Trypton (enzymatischer Verdau aus Casein)       Fluka (Seelze)  
Tween‐20 (≥ 95%)            Fisher BioReagents (Schwerte) 



















Met‐OH,  Fmoc‐Pro‐OH,  Fmoc‐Ser(tBu)‐OH,  Fmoc‐Thr(tBu)‐OH,  Fmoc‐Trp(Boc)‐OH,  Fmoc‐
Tyr(Boc)‐OH, Fmoc‐Val‐OH) sowie alle weiteren Reagenzien für die Peptidsynthese (N‐Methyl‐
2‐pyrrolidon  (NMP,  99,9+%,  für  die  Peptidsynthese),  Dimethylformamid  (DMF,  für  die 
Peptidsynthese),  2‐(1H‐Benzotriazol‐1‐yl)‐1,1,3,3‐  tetramethyluronium‐hexafluorophosphat 
(HBTU),  (2‐(6‐Chlor‐1H‐benzotriazol‐1‐yl)‐1,1,3,3‐tetramethylaminium‐hexafluorophosphat) 
(HCTU),  Hydroxyiminocyanessigsäureethylester  (Oxyma),  1‐Hydroxybenzotriazol  (HOBt), 
(Benzotriazol‐1‐yloxyl)tripyrrolidino‐phosphoniumhexa‐fluorophosphat  (PyBOP), 





Matrix), N‐Methylmorpholin  (NMM,  99%)  und  Pyridin  (99%)   wurden  von Acros Organics 
(Thermo Fisher Scientific, Watham, MA, USA) bezogen. Triethylsilan (TES, 98+%) wurde von 
Alfa  Aesar  (Karlsruhe,  Deutschland)  und  5(6)‐Carboxyfluorescein  (FAM,  97+%, 


































TBS/NaN3   TBS‐Puffer  mit  0,02%  (w/v)  NaN3  versetzen,  autoklavieren  und  bei 
Raumtemperatur lagern.  
 



















Citratpuffer (pH 5,0)  9,8 g Zitronensäure (50 mmol)  in 1 L Reinstwasser  lösen, pH‐Wert auf 
5,0 einstellen* und bei Raumtemperatur lagern.  
 
















Serie Autoflex  III smartbeam der Firma Bruker  (Billerica  [MA], USA) durchgeführt. Auf dem 
Probenteller wurden 2 μL der Peptide bzw. Peptid‐Konjugate gelöst in Kaliumphosphatpuffer 
(17 mM,  pH 6,5)  mit  1 μL  der  Matrixlösung  (10 mg/mL  2,5‐Dihydroxybenzoesäure  oder 
7 mg/mL  α‐Cyano‐4‐hydroxy‐zimtsäure  in  Wasser‐Acetonitril  (1:1,  v/v)  mit  0,1%  TFA) 













Core‐System  der  Firma Waters  (Eschborn, Deutschland)  ausgerüstet mit  einem  ACQUITY‐
UPLC®  Photodiodenarray‐Detektor  (190‐800 nm)  und  einem  ACQUITY‐UPLC®  QDa‐
Massendetektor. Die Trennung erfolgte an den einer ACQUITY‐UPLC® BEH C18‐Säule (110 Å, 
1,7 μm,  50  x  2,1 mm)  und  einer  ACQUITY‐UPLC®  BEH  C18‐  VanGuardTM‐Vorsäule  (110 Å, 












über  die  Software  ImageJ  ausgewertet. Die Messungen wurden  unter  Verwendung  eines 









XPS:  XPS‐Messungen  wurden  unter  Verwendung  eines  K‐Alpha+ 
Röntgenphotoelektronenspektrometers  (Thermo  Fisher  Scientific,  Watham,  MA,  USA) 
durchgeführt. Alle Proben wurden mit einer mikrofokussierten, monochromatisierten Al‐K‐α‐
Röntgenquelle (1486,68 eV; 400 μm Spotgröße) analysiert. Um einen lokalen Ladungsaufbau 
während  der  Messung  zu  vermeiden,  wurde  bei  allen  Messungen  das 
Ladungskompensationssystem  K‐Alpha+  eingesetzt.  Die  Daten wurden mit  der  Avantage‐
Software (Thermo Fisher Scientific) analysiert. 
Kontaktwinkel: Die Messungen wurden an einem Drop Shape Analyzer DSA25B der Firma 
Krüss  (Hamburg,  Deutschland)  durchgeführt.  Hierfür  wurde  ein  Tropfen  Wasser  bzw. 
Diiodmethan (3,5 μL) auf den beschichteten Objektträger getropft. Der Kontaktwinkel wurde 
mit  Hilfe  der  ADVANCE  Software  von  Krüss  bestimmt,  welche  die  resultierende 
Oberflächenenergie nach der OWRK‐Methode[95] berechnet.  
Kolloidsonden‐Rasterraftmikroskopie: Die AFM‐Adhäsionscharakterisierung wurde an einem 
MFP‐3D  Bio  (Asylum  Research,  Oxford  Instruments  Company,  Santa  Barbara,  CA,  USA) 
durchgeführt.  PP‐Folien  wurden  in  der  geschlossenen  Flüssigkeitszelle  mit  einem  selbst 
hergestellten  Einsatz  fixiert  und  mit  TBS‐Puffer  hydratisiert  gehalten.  Für 
Adhäsionsmessungen  wurden  zwei  Cantilever  (CSC  38,  Mikromasch  Europe,  Wetzlar, 
Deutschland)  mit  thermisch  rauschkalibrierten  Federkonstanten  von  115 pN/nm  bzw. 
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328 pN/nm  mit  Goldkolloid‐Sonden  (goldbeschichtete  Polystyrolpartikel,  Durchmesser 








verwendet  (Gesamtmasse  Prüfkörper  +  Einschraubadapter  V2A  beträgt  37,08 g).  Der 
Prüfstempel  wurde  mit  7 μL  Klebstoff  (LOCTITE®  496)  an  der  entsprechenden 


























Die  PP‐Folie wurde  durch  Pressen  von  PP‐Pellets  (isotaktisch, Mw  =  250.000 g/mol, Mn  = 
67.000 g/mol) in einer Polymerpresse bei 170 °C unter Druck (1 Minute 1 Tonne, 2 Minuten 2 
Tonnen)  und  anschließender  Abkühlung  (5  Minuten)  hergestellt.  Direkt  vor  Beginn  des 





Biopanning wurde  in Falcon‐Tubes durchgeführt,  sodass  jeweils nur eine Seite der Folie  in 
Kontakt mit den Phagen stand (Oberfläche ~6 cm2). Die Folie wurde 5 Minuten mit TBST‐Puffer 
(0,5%  Tween‐20)  gewaschen  und  5 Minuten mit  10  μL  der  Phagenlösung  (E8110S,  New 
England  Biolabs)  in  1 mL  TBST‐Puffer  inkubiert.  Anschließend  wurde  die  Phagenlösung 
entfernt und die Folie 1 Minute  in TBST‐Puffer unter Schwenken gewaschen.  Im Folgenden 
wurden weitere Waschschritte durchgeführt: (1) 1x 5 Minuten 1 mL Gly/HCl Puffer (pH 2.2) 
und 1 mL TBST zur Neutralisation,  (2) 6x  (Runde 1)/8x  (Runde 2)/10x  (Runde 3) 2 Minuten 
1 mL Gly/HCl Puffer und 1 mL TBST zur Neutralisation der Oberfläche,  (3) 1 mL TBS Puffer. 
Nach drei Waschschritten wurde die PP‐Folie jeweils in ein frisches Falcon‐Tube überführt. Die 






mit 10 μL der Phagenlösung  (E8110S, New England Biolabs)  in 1 mL TBST Puffer  inkubiert. 
Anschließend wurde die Phagenlösung entfernt und die Folie 1 Minute in TBST Puffer unter 
Schwenken  gewaschen.  Im  Folgenden wurden weitere Waschschritte durchgeführt:  (1) 5x 
1 Minute 1 mL TBST, (2) 1 mL TBS Puffer. Nach drei Waschschritten wurde die PP‐Folie jeweils 
in  ein  frisches  Eppendorfgefäß  überführt.  Die  gebundenen  Phagen wurden  anschließend 
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4000 U/min  für  20 Minuten  und  anschließendem  Überführen  der  Lösung  in  ein  neues 
Zentrifugenröhrchen. Danach wurden die Phagen durch Zugabe von 6,6 mL PEG/NaCl‐Lösung 





PEG/NaCl‐Lösung  30 Minuten  auf  Eis  gefällt  und  bei  4 °C  und  12.000 U/min  15 Minuten 
zentrifugiert. Der Überstand wurde verworfen, die Bibliothek  in 100 µL TBS + 0,02% NaN3 






log  Phase  (OD600 ≈  0,5)  erreicht  wurde.  Anschließend  wurden  200 µL  dieser  Kultur  mit 
Phagenverdünnungsreihen (1:101 ‐ 1:102 für eluierte Phagen; 1:108 ‐ 1:1011 für amplifizierte 
Phagen)  infiziert  und  5 Minuten  bei  Raumtemperatur  inkubiert.  Die  infizierten  Kulturen 
wurden in Zentrifugenröhrchen mit ca. 45 °C warmem Agarose‐Top überführt und vermischt. 
Danach wurde die Kultur auf eine vorgewärmte  (≈ 37 °C) LB/IPTG/Xgal‐Platte gegeben und 

























Zur  Vorbereitung  der  Illumina‐Sequenzierung  wurde  zunächst  die  Phagen‐DNA  der 
amplifizierten Phagenlösung nach der ersten bzw. zweiten Runde Biopanning extrahiert. Die 
DNA‐Extraktion wurde, wie  für  einzelne  Klone, mit  einem  QIAGEN  QIAprepSpin M13  Kit 
durchgeführt.  Für  die  naive  Referenzbibliothek wurden  20 μL  Phagenlösung  für  die  DNA‐
Extraktion  verwendet.  Im  nächsten  Schritt  wurde  eine  Polymerasekettenreaktion  (PCR) 
durchgeführt, um die  36 bp  Insertregion der Phagen  zu  vervielfältigen.  Ein Vorwärts‐ und 
Rückwärtsprimer  wurde  anhand  von  Standardkriterien  ausgewählt  (Vorwärts:  5’‐
TTGTCGTCTTTCCAGACGTT‐3’;  Rückwärts:  5’‐GCAAGCTGATAAACCGATACA‐3’).  Eine 
Mastermix‐Lösung mit  allen  notwendigen  Komponenten  der  PCR wurde  unter  Eiskühlung 
hergestellt und anschließend auf die 50 μL PCR‐Tubes verteilt. Die folgenden Komponenten 
sind  enthalten:  1 μL  Phagen‐DNA‐Template  (75‐135 ng),  0,25 μL  jedes  Primers  (0,5 μM), 
0,25 μL Taq‐Polymerase  (1,25 units), 1 μL dNTP‐Lösung  (200 μM), 5 μL  Standard‐taq‐Puffer 







Gel  (0,6 g  Agarose  in  30 mL  TAE‐Puffer)  durch  Vermischen,  15 Minuten  Inkubation  und 
anschließendes  kurzes Erhitzen  in der Mikrowelle hergestellt. Das heiße Gel wurde  in das 
Elektrophoresegerät überführt und mit 1 μL Sybr Gold zur Anfärbung der DNA versetzt. Nach 
30 Minuten wurden  die  Lösungen  der  PCR‐Produkte mit Gel  Loading Dye  (6x,  violett)  im 
Verhältnis  6:1  vermischt  und  in  die  Taschen  des  erhärteten  Gels  pipettiert.  Die 
Gelelektrophorese wurde 35 min bei 100 V durchgeführt. Unter einer UV‐Lampe wurden die 
242 bp  PCR‐Produkte  lokalisiert,  mithilfe  eines  Skalpells  ausgeschnitten  und  mit  einem 
GeneJET Gel Extraction Kit von Acros Organics (Thermo Fisher Scientific, Watham, MA, USA) 
aufgereinigt.  Die  erhaltenen  Amplikon‐Bibliotheken wurden  von  der  Firma  GATC  Biotech 







Die  Rohdaten  der  Illumina‐Sequenzierung wurden  im  FastQ‐Format  von  GATC  (Konstanz, 











codiert,  wird  im  Phagengenom  von  den  natürlich  vorkommenden 
Sequenzabschnitten  EagI  und  KpnI  sowie  der  Sequenz ACCTCCACC  flankiert 








Bedingungen:  Zwei  Fehler  (nicht  übereinstimmende  Nukleobasen)  sind  im 






einen  Q‐Wert  unter  18  aufweisen.  Außerdem  werden  alle  Sequenzen,  die 
andere als NNK‐Codons enthielten, verworfen.  
6. Übersetzung des zusammengeführten 36 bp‐DNA‐Reads in 12‐mer Peptidsequenz 






Die  Normierung  der  Sequenzhäufigkeit wurde  für  die  Phagenbibliothek  PPunb  nach  einer 
Panning‐Runde  anhand  der  einfach  amplifizierten  Referenzbibliothek  nach  Gleichung  5 




Verhältnis  der  Gesamtsequenzen  beider  Datensätze  (2.826.774  Sequenzen  (Ref)  und 
9.892.881 Sequenzen (PP)). 
 
  Normierte	Häufigkeit 	 	 	
	 	 	








Automatisierte  Synthese:  Zur  Herstellung  der  Peptide  sowie  Peptid‐PEG‐Konjugate  im 
0,1 mM Maßstab wurde ein ABI 433a Peptidsyntheseroboter der Firma Applied Biosystems 
(Darmstadt,  Deutschland)  verwendet.  Die  einzelnen  Kupplungsschritte  erfolgten  unter 
Standard‐Fmoc‐Strategie nach ABI‐Fastmoc‐Syntheseprotokollen (Einfachkupplung bis zur 10. 
Aminosäure;  Zweifachkupplung  ab  11.  Aminosäure,  keine  Acetylierung  nicht‐reagierter 
Aminofunktionen).  Es  wurden  jeweils  10  Äquivalente  der  entsprechenden  Aminosäuren 
verwendet. Für die Aminosäurekupplung wurden HBTU und DIPEA verwendet. Nach finaler 





























2  Stunden  für  Peptide  bzw.  3‐4  Stunden  für  Peptid‐Polymer‐Konjugate  in  TFA/H2O/TES 
(95:2:3,  5‐10 mL)  geschüttelt.  Für  schwefelhaltige  Peptide  bzw.  Konjugate  wurde 
TFA/H2O/EDT/TES  (94:2,5:2,5:1,  5‐10 mL)  zur  Abspaltung  verwendet.  Nach  zweimaligen 
Spülen des Harzes mit  je 0,5 mL TFA wurden die vereinigten TFA‐Phasen aus tiefgekühltem 
Et2O  (‐20 °C,  50 mL)  gefällt,  zentrifugiert  und  der  Überstand  abdekantiert.  Anschließend 
erfolgte  ein  erneutes  Lösen  des  Rückstandes  in  1‐2 mL  TFA  und  nochmaliges  Fällen  des 
Produkts. Dieser Vorgang wurde insgesamt 3x wiederholt. Der Rückstand wurde anschließend 








inkubiert.  Anschließend  wurde  die  Lösung  entfernt  und  die  Folie  1‐5x mit  Reinstwasser 






Konzentration  verhält.  Zusätzlich  wurde  eine  Kalibriergerade  im  linearen  Bereich 
aufgenommen. Eine Stoffmenge von 1,9 nmol des Konjugats PepN4‐PEG wurde für die PP‐Folie 




Rg² = 1/6 ∙ N ∙L²           (Gleichung 6) 









den  Cantilevern  befestigt  (CSC  38,  Mikromasch  Europe,  Wetzlar,  Deutschland).  Die 
Funktionalisierung  der  Cantilever  erfolgte  über  Tauchbeschichtung  in  einer 
Peptidstammlösung (1 mM, 100 Sekunden) und anschließendes Waschen mit Reinstwasser. 
Für AFM‐Messungen wurden die PP‐Folien  in eine geschlossene Flüssigkeitszelle überführt, 
und  mit  Heißkleber  fixiert.  Die  Zelle  wurde  vollständig  mit  TBS‐Puffer  gefüllt. 
Adhäsionsexperimente wurden mit den Peptid‐funktionalisierten Cantilevern durchgeführt. 
Die  Kraftkalibrierung  der  Cantilever  erfolgte  durch  thermisches  Rauschen 
(Federkonstante)[150]  und  durch  Drücken  gegen  eine  nicht  verformbare  Oberfläche 





an  drei  verschiedenen  Stellen  der  unbehandelten  PP‐Folie  für  jedes  der  drei  Peptide 
Abbildung  46.  Mikroskopische  Adhäsionsmessungen  einer  unbeschichteten  Sonde  als  Referenz.







durch  Berücksichtigung  der  Federkonstante,  der  Empfindlichkeit  (Inverse  Optical  Lever 













6.5 Analyse der Peptide und Peptid-Polymer-Konjugate 
6.5.1 Phagendisplay‐abgeleitete Peptid‐PEG‐Konjugate 
PepS1‐PEG: Fam‐G‐DYHDPSLPTLRK‐block‐PEG 












































































































































































































































































































































































































































































































































































































Die Masse wurde mit  69  EO‐Einheiten  (Δm  =  44,05 m/z)  berechnet.  Die  Signale  können        
FAM‐GG‐PEG3000 mit einer Abweichung von < 0,5 g/mol zugeordnet werden. 
Zusätzlich konnte die Masse des beobachteten Signals M[Peak] = m/z 3551,9 der Verbindung 





























































































































































































































































































































































































































AFM         Rasterkraftspektroskopie 
AS        Aminosäure 
ber.         berechnet 
BSA         Bovine serum albumin 
bzw.         beziehungsweise 
CPO        Chlorierte Polyolefine 
DCM         Dichlormethan 
ddNTP       Dedesoxynukleotidtriphosphates 
DHB        2,5‐Dihydroxybenzoesäure 
DIPEA        Diisopropylethylamin 
DMF        N,N‐Dimethylformamid 
DNA         Desoxyribonukleinsäure 
dNTP        Desoxynukleotidtriphosphaten 
Dopa         Dihydroxyphenylalanin 
E. coli        Escherichia coli 
et al.         et alli (dt. und andere) 
FAM        5(6)‐Carboxyfluorescein 
FASGAI      Factor Analysis Scale of Generalized Amino Acid Information 
Fmoc         Fluorenylmethoxycarbonyl 
FPLC        Fast protein liquid chromatography 
gef.         gefunden 






HPLC         High performance liquid chromatography 
IPTG         Isopropyl‐β‐D‐thiogalactosid 
LCI        Antimikrobielles Peptid gefunden in Bacillus subtilis 
MALDI/TOF       Matrix assisted laser desorption and ionization / time of flight 
MEME       Multiple Em for Motif Elicitation (Algorithmus) 
Mn        Zahlenmittel der Molmasse eines Polymers 
MS         Massenspektrometrie 
Mw         Massenmittel der Molmasse eines Polymers 
NGS        Next‐Generation‐Sequenzierung 
NMM         N‐Methylmorpholin 
NMP         N‐Methyl‐2‐pyrrolidon  
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OBOC        One‐bead‐one‐compound 
OWRK  Modell nach Owens, Wendt, Rabe und Kaelbe 
PCR        Polymerasekettenreaktion 
PEG         Polyethylenglycol  
PE        Polyethylen 
PMMA       Polymethylmethacrylat 
PP        Polypropylen 
PPcor; PPunb; PPiso    Corona‐behandeltes PP; unbehandeltes PP; isotaktisches PP 
PSA        Pressure sensitive adhesives 






SPPS         Festphasenpeptidsynthese  
TAE        TRIS‐Acetat‐EDTA‐Puffer 
TBS        Tris‐gepufferte Kochsalzlösung (Tris buffered saline) 
TCEP        Tris(2‐carboxyethyl)phosphin 
TES        Triethylsilan 
TFA         Trifluoressigsäure 
UPLC        Ultra Performance Liquid Chromatography 
UV         Ultraviolett  
Xgal         5‐Brom‐4‐chlor‐3‐indolyl‐β‐D‐galactopyranosid  
XPS         Röntgenphotoelektronenspektroskopie 















mir  vor  allem  in  der  zweiten  Hälfte  der  Promotion  an  schwierigen  Stellen  oft  entscheidend 
geholfen. 











Genlabors  für  meine  Phagendisplay‐Experimente  nutzen  durfte.  Mein  Dank  gilt  außerdem 
Christina Klotz vom Arbeitskreis Seitz für die Hilfe beim Erlernen der neuen Methoden, welche ich 
im Rahmen meiner Arbeit im Genlabor kennenlernen durfte.  








danke  ich  für die AFM‐Messungen der Phagenpeptide. Besonders  toll war es, dass Maximilian 
Seuss noch nach Ende seiner Promotion die vielen AFM‐Messdaten für mich ausgewertet hat.  
Ganz besonders möchte auch ich Dr. Philipp Witwer für das Korrekturlesen dieser Arbeit danken. 
Zu guter Letzt gilt mein Dank meinen Freunden und meiner Familie, vor allem meinen Eltern, die 
mir während aller Hoch‐ und Tiefphasen dieses vierjährigen Projektes immer zur Seite standen.  
  
